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WO 99/47252 



PCT/EP99/01855 



Herstellung von Nano- und Mikrokapseln durch schtchtwelse Poly- 
elektrolyt-Selbstassembllerung 

Beschrelbung 

Die Erfindung betrrfft Nano- bzw. Mikrokapseln, die eine PolyelektrolythQIle 
umfassen, ein Verfahren zur Herstellung dieser Kapseln sowle ihre 
Verwendung. 

Mikrokapseln sind in verschiedenen AusfQhrungsformen bekannt und 
warden insbesondere fur die kontrollierte Freisetzung und dan zielgerichte- 
ten Transport von pharmazeutlschen Wirkstoffen sowie zum Schutz von 
empfindlichen Wirkstoffen, wie etwa Enzymen und Proteinen verwendet 
(siehe z.B. D.D.Lewis, "Biodegradable Polymers and Drug Delivery 
Systems", M.Chasin and R.Lenger, Hrsg. (Marcel Decker, New York, 1 990); 
J.P.McGee at al., J. Control. Release 34 (1995), 77). 

Mikrokapseln kdnnen durch mechanisch-physikalische Verfahren, wie z.B. 
VersprQhen und nachfolgende Beschlchtung hergesteltt werden. Die auf 
diese Weise erhfiltlichen Mikrokapseln weisen jedoch eine Reihe von 
Nachteilen auf. Insbesondere ist es mit den bekannten mechanisch- 
physikalischen Verfahren nicht mSglich, Mikrokapseln mit einer GroBe von 
< 1 0 //m (Durchmesser) herzustellen. Vielmehr sind nur Mikrokapseln mit 
relativ groBen Durchmessern erhSWich, deren Anwendungsbereich jedoch 
aufgrund ihrer GrdBe beschrfinkt ist. Weiterhin wird bei den bekannten 
mechanisch-physikalischen Verfahren keine monodisperse Kapselver- 
teilung, sondern vielmehr eine uneinheitliche Verteilung von Kapseln ver- 
schiedener Gr&Be erhalten. Auch dies ist f Or viete Anwendungen, bei denen 
die GrSBe der Kapsel wichtig ist nachteilig. 
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Neben den mechanisch-physikalischen Verfahren slnd auch chemische 
Verf ahren zur Herstellung von Mikrokapseln bekannt. So kdnnen Mikrokap- 
seln durch Grenzflfichenpolymerisatlon bzw. -kondensation oder durch 
Polymerphasentrennung aus einem Polymer/Losungsmrttelgemisch 
hergesteltt warden (B.Mtksa et al., Colloid Potym.Sci.273 (1995), 47; 
G.Crotts et al., J.Control.Release 35 (1995), 91; S.LRegen et al., 
J.Am.Chem.Soc.106 (1984), 5756). Aber auch die durch bekannte 
chemische Verfahren hergestellten Mikrokapseln weisen eine Reihe von 
Nachteiten auf. Insbesondere slnd eine hohe Polydispersitflt, eine un- 
gleichm&Bige UmhOllung sowie oftmals eine Verfestigung des Kerns zu 
beobachten. Ein weiterer wesentlicher Nachteil der bekannten chemischen 
Verfahren liegt in der Verwendung von organischen LSsungsmitteln und 
polymerisierbaren organischen Monomeren, was zu betrichtlichen 
Beschrfinkungen hinsichtlich der verwendbaren einzukapselnden Wirkstoffe 
fOhrt. Insbesondere die oftmals dadurch notwendlge Verwendung von mit 
Wasser nicht mtschbaren organischen FIQssigkeiten als Kernmaterial 
schrfinkt den Anwendungsbereich solcher Mikrokapseln, gerade im Hinblick 
auf Proteine Oder Enzyme drastisch ein. 

Ein weiteres System, das zur Einkapselung von anorganischen und 
organischen Materialien verwendet wurde, slnd Lipidliposomen (D.D.Lasic, 
"Liposomes; From Physics to Applications" (Elsevier, Amsterdam, 1993); 
S.L.Regen et al. r J.Am.Chem.Soc. 1 06 (1 984), 2446). Die Einkapselung von 
Wirkstoffen in Lipidliposomen gestattet die Herstellung von Mikrokapseln 
unter relativ schonenden Bedingungen, weshalb Llposomen als Txigersy- 
steme fflr verschiedene pharmazeutische und kosmetische Wirkstoffe 
verwendet werden. Die biologische, chemische und mechanische Stabilttfit 
solcher Liposomkapseln ist jedoch sehr gering, was die aligemeine 
Verwendbarkeit solcher Kapseln limhiert. Einen weiteren Nachteil stellt die 
geringe Permeabilhfit von Liposomenkapseln, insbesondere fOr polare 
MolekQIe, dar, die einen Stoffaustausch mit dem Umgebungsmedium 
verhlndert. 
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Bei einem weiteren Verfahren zur Herstedung von Mikrokapseln warden 
zunfichst Mischungen aus dam einzuschlie&enden Material und einem mit 
z.B. Ca 2 Monen verfestigbaren Polyelektrolytbestandteil gebildet. Diese 
Mischung wird in Form kleinster Trdpfchen in ein Ca 2+ -Bad eingebracht, 
wobei sich eine Gelstruktur bildet, die dann in weiteren Verfahrensschritten 
mit einer Polyelektrolytkapsel umgeben warden kann. Eine We'rterentwlck- 
iung solcher Verfahren wird in DE 33 06 259 A1 beschrieben, wobei auf die 
Verwendung von Ca 2+ verzichtet werden kann. Der hauptsfichliche Nachteil 
dieser Verfahren besteht darin, daB die GrSlle der herstellbaren Mikrokap- 
seln nach unten auf etwa 50 //m (Durchmesser) begrenzt ist und die 
WandstSrke der erhaltenen Mikrokapseln mindestens 100 nm betrSgt. 

In DE-A-40 26 978 ist ein Verfahren zur Beschichtung von f lichigen Trfigem 
beschrieben, wobei ein TrSger so modifiziert wird, daB er flfichenweit lonen 
oder ionisierbare Verbindungen mit gleichsinniger Ladung trfigt und eine 
oder mehrere Schichten aus organischen Materialien, die in jeder Schicht 
gleichsinnig geladene lonen enthalten, aus einer Losung solcher organischer 
Materialien auf den modifizierten Triger aufgetragen wird, wobei das 
organische Material fOr die erste Schicht lonen mit entgegengesetztem 
Ladungsinn zum Ladungssinn der lonenmodifizierung des Trfigers aufweist 
und im Falle von mehreren Schichten abwechselnd weitere Schichten mit 
lonen mit dem jeweils entgegengesetzten Ladungssinn zur vorhergehenden 
in gleicher Weise wie die erste Schicht aufgetragen werden. Als Triger 
werden anorganische oder organische Trfigermaterialien mit ebenm&Biger 
Oberf Ifiche offenbart. Es f indet sich keineriei Hinweis auf die Verwendung 
von Mikropartikeln als Trfigermaterialien oder auf eine AuflSsung der 
TrSgermaterialien nach der Beschichtung. 

Eine Aufgabe der Erfindung bestand deshalb darin, Kapseln mit einem 
geringen Durchmesser bereitzustellen, in denen Materialen, wie etwa 
MakromolekQIe, PrSzipitate, Fiussigkeiten oder Gase, eingeschlossen werden 
kdnnen. Die Kapseln sollten weiterhln eine hohe Stabilitfit und HQIIen mit 
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geringer WandstSrke aufweisen, die insbesondere fQr lonen und kleine 
MolekQIe durchlissig sind. 

■ 

« 

Die Aufgabe wird erfindungsgem§B gelOst durch Kapseln mit einer 
PolyelektrolythQlle und einem Durchmesser bis zu 1 0 //m oder mehr. 

Uberraschenderweise wurde festgestelh, daB bei Beschichtung von 
Templatpartikeln mit einer PolyelektrolythQlle und gegebenenfalls an- 
schlieBender Desintegration der Templatpartikel Kapseln mit definierten 
inneren und SuBeren HQIIeigenschaften und mh seiektiv steuerbaren 
Permeabilitfitseigenschaf ten erhalten warden kflnnen. Unter einer Polyelek- 
trolythQlle wird eine HQIIe mit einem Qehalt an Polyelektrolyten verstanden. 
Bevorzugt besteht die PolyelektrolythQlle zu mindestens 50% insbesondere 
mindestens 60% und besonders bevorzugt zu mindestens 80% aus 
Polyelektrolyten. Die erfindungsgemSBen Kapseln gestatten den EinschluB 
auch empfindlicher MolekQIe unter schonenden Bed'mgungen, z.B. in 
wSBrigen L5sungen. Die Kapselwand ist eine PolyelektrolythQlle, die den 
Stoffau8tausch im Hinblick auf niedermolekulare Stoffe und lonen mit der 
Umgebung ermSglicht, aber gleichzeitig makromolekulare Stoffe zurQckhalt. 
Diese Trennfunktion der PolyelektrolythQlle bewirkt einerseits, daB 
gegebenfalls in die Kapsel eingeschlossene Wirkstoffe zurQckgehalten 
werden, andererseits, daB von auBen koine stSrenden makromolekularen 
Stoffe in die Kapsel gelangen kdnnen. Auf diese Weise werden Wirkstoffe 
auch ohne den Zusatz von konservierenden Stof f en eff ektiv vor biologischen 
Abbauprozessen geschOtzt. Die chemischen und physikalischen Eigen- 
schaften der als Kapselwand dienenden PolyelektrolythQlle kdnnen in wehen 
Grenzen durch den Aufbau und die Zusammensetzung der HQHe sowie 
durch Umgebungsparameter gesteuert werden. So kQnnen die erfindungs- 
gemSBen Kapseln beispielsweise als Transportrfiume dienen, wobei hier die 
Parameter der SuBeren Schicht den Transport an vorgegebene Ztelorte, z.B. 
im Organismu8, bestimmen. 
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Die erfindungsgemSBen Kapseln umfassen Mikrokapseln mit e'mem Durch- 
messer von 1 /im bis 50 j/m, bevorzugt £ 10 //m, besonders bevorzugt £5 
//m und am meisten bevorzugt 5 2 pm sowie Nanokapseln mit einem 
Durchmesser von ^ 10 nm bis < 1000 nm. 

Die HQIle der Kapseln weist mehrere Polyelektrolytschichten auf, Unter 
Polyelektrolyten werden allgemeln Polymere mit ionisch dissoziierbaren 
Gruppen, die Bestandteil oder Substituent der Polymerkette sein konnen, 
verstanden. Oblicherweise ist die Zahl dieser ionisch dissoziierbaren 
Gruppen in Polyelektrolyten so groB, daB die Polymeren in der dissoziierten 
Form (auch Polyionen genannt) wasserlQslich sind. Hierin werden unter dem 
Begrtff Polyelektrolyte auch lonomere verstanden, bet denen die Konzen- 
tration der ionischen Gruppen fOr eine Wasserloslichke'rt nicht ausreichend 
sind, die jedoch genugend Ladungen aufweisen, urn eine Selbstassem- 
blierung einzugehen. Bevor?ugt umfasst die HQIle "echte" Polyelektrolyte. 
Je nach Art der dissoziierbaren Gruppen werden Polyelektrolyte in 
PolysSuren und Polybasen unterteitt. Aus PolysSuren entstehen bei der 
Dissoziation unter Abspaltung von Protonen Polyanionen, die sowohl 
anorganische ais auch organische Polymere sein k6nnen. Beispiele fQr 
PolysSuren sind PolyphosphorsSure, PolyvinylschwefelsSure, Polyvinyl- 
sulfonsSure, PolyvinylphosphonsSure und PolyacrylsSure. Beispiele fQr die 
entsprechenden Salze, die auch als Polysalze bezetchnet werden, sind 
Polyphosphat, Polysulfat, Polysulforiat, Polyphosphonat und Polyacrylat. 

Polybasen enthalten Gruppen, die in der Lage sind, Protonen, z.B. durch 
Reaktion mit SSuren unter Salzbildung, aufzunehmen. Beispiele fQr 
Polybasen mit ketten - bzw. se'rtenstfindigen dissoziierbaren Gruppen sind 
Polyethylenimin, Polyvinylamin und Polyvinylpyridin. Polybasen bilden durch 
Aufnahme von Protonen Polykationen. 

* ■ • 

ErfindungsgemSB geeignete Polyelektrolyte sind sowohl Biopolymere, wie 
etwa AlginsSure, Gummi arabicum, NucleinsSuren, Pektine, Proteine und 
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andere, sowie chemlsch modifizierte Biopolymere, wie etwa ionische oder 
ionisterbare Polysaccharide, z.B. Carboxymethylcellulose, Chhosan und 
Chttosansulfat Ligninsulfonate sowie synthetische Polymere, wie etwa 
Polymethacrylsaure, Polyvinylsulfonsfiure, Polyvinylphosphonsfiure und 
Polyethylenimln. 

Es konnen lineare oder verzweigte Polyelektrolyte eingesetzt werden. Die 
Verwendung verzweigter Polyelektrolyte fOhrt zu weniger kompakten 
PolyelektrolytmuttlfHmen mit einem hSheren Grad der Wandporositfit. Zur 
Erhdhung der KapselstabilitSt konnen PolyelektrolytmolekQIe jnnerhalb 
oder/und zwischen den einzelnen Schichten vernetzt werden, z.B. durch 
Crosslinking von Aminogruppen mit Aldehyden. Weiterhin kfinnen amphi- 
phile Polyelektrolyte, z.B. amphiphile Block- oder Randomcopoiymere mit 
partiellem Polyelektrolyte harakter zur Verringering der Permeabilitfit 
gegenOber polaren kleinen MolekQIen eingesetzt werden. Solche amphiphilen 
Copolymere bestehen aus Einheiten unterschiedltcher Funktionalitfit, z.B. 
elnerseits sauren oder basischen Einheiten und andererseits hydrophoben 
Einheiten wie Styrolen, Dienen oder Siloxanen etc. die als Blftcke oder 
statistisch verteilt Qber das Polymer angeordnet sein konnen. Durch 
Verwendung von Copolymeren, die als Funktlon fiufierer Bedingungen ihre 
Struktur findem, k6nnen die Kapselwfinde bezQglich ihrer Permeabilitfit oder 
anderer Eigenscheften definiert gesteuert werden. Hierzu bieten sich 
beispielsweise Copolymere mit einem Poly{N-isopropyl-acrylamid)-Anteil, 
z.B. Poly(N-lsopropylacrylamid-acrylsfiure) an, die Ober das Gleichgewicht 
von WasserstoffbrQckenbindungen ihre WasserlSslichkeit als Funktion der 
Temperatur findern, was mit einer Quellung einhergeht. 

Durch Verwendung von unter bestimmten Bedingungen abbaubaren, z.B. 
photo-, sfiure-, base- oder selztabilen Polyelektrolyten kann Qber die 
AuflSsung der Kapselwfinde die Freisetzung von eingeschlossenen 
Wirkstoffen gesteuert werden. Weiterhin kSnnen fOr bestimmte An wen- 
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dungsmoglichkeiten auch leitende Polyelektrolyten oder Polyelektrolyten mlt 
optisch aktiven Gruppen als Kapselkomponenten verwendet warden. 

Durch geeignete Wahl der Polyelektrolyte 1st as mSglich, die Eigenschaften 
und Zusammensetzung der Polyelektrolythulle der erfindungsgemS&en 
Kapseln deftniert einzustellen. Insbesondere bei schichtweise aufgebauten 
PolyelektrolythOllen kann die Zusammensetzung der HQIIen durch die Wahl 
der Substanzen beim Schichtaufbau in weiten Grenzen veriiert werden. 
Grundsfitzlich ergeben sich keine EinschrSnkungen hinsichtlich der zu 
verwendenden Polyelektrolyte bzw. lonomere, solange die verwendeten 
MolekQIe eine genOgend hohe Ladung aufweisen oder/und die Ffihigkeit 
besitzen, Qber andere Wechselwirkungsarten, wie beispielsweise Wa- 
sserstoff brOckenbindungen und/oder hydrophobe Wechselwirkungen, eine 
Bindung mit der darunter liegenden Schicht einzugehen. 

Geeignete Polyelektrolyte sind somh sowohl niedermolekulare Polyelek- 
trolyte bzw. Potyionen als auch makromolekulare Polyelektrolyte, beispiels- 
weise Polyelektrolyte biologischer Herkunft. 

Von besonderer Bedeutung fQr die Verwendung der Kapseln tst die 
Permeabilitfit der HOIiwand. Wie bererts oben ausgefOhrt, ermoglicht die 
Vielzahl der zur Verf Qgung stehenden Polyelektrolyte die Herstellung einer 
Vielzahl von HQIIkompositionen mit unterschiedlichen Eigenschaften. 
Insbesondere kann die elektrische Ladung der AuBenhQIle dem Anwen- 
dungszweck angepa&t werden. Zudem kann die InnenhQIle an jeweils 
verkapselte Wirkstoffe angepa&t werden, wodurch z.B. eine Stabilisierung 
des Wirkstoffs erzieft werden kann. Daneben kann auch die Permeabilitfit 
der HOIiwand durch die Wahl der Polyelektrolyte in der HQIIe und durch die 
Wanddicke so wie die Umgebungsbedingungen beeinf luBt werden. Dadurch 
ist eine seiektive Gestahung der Permeabilistatseigenschaften sowie eine 
def inierte VerSnderung dieser Eigenschaften mdglich. 
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Die Permeabilftfitseigenschaften der HQUe kdnnen durch Poren in mindestens 
einer der Polyelektrolytschichten welter modrRziert werden. Solche Poren 
kdnnen be! geeigneter Wahl durch die Polyelektrolyten selbst gebildet 
werden. Neben den Polyelektrolyten kann die HQIIe aber auch andere 
Substanzen umfassen, urn elne gewOnschte Permeabilitat zu erzielen. So 
kann insbesondere durch Einbringen von Nanopartikeln mit anionischen 
oder/und kationischen Gruppen oder von grenzflichenaktiven Substanzen, 
wie etwa Tensiden oder/und Lipiden, die Permeabilitat fOr polare Kom- 
ponenten gesenkt werden. Durch die Inkorporation von selektiven Trans- 
portsystemen, wie z.B. Carriern oder Kanfilen, in die PolyelektrolythQIle, 
insbesondere in Lipidschichten, ist eine genaue Anpassung der transversalen 
Transporteigenschaften der HQlie an den jeweiiigen Anwendungszweck 
mfiglich. Die Poren oder Kanfile der HQIIwand kdnnen durch chemische 
Modifizierung oder/und Anderung der Umgebungsbedingungen gezieit 
gedffnet bzw. verschlossen werden. So fQhrt beispielsweise eine hohe 
Salzkonzentration des Umgebungsmediums zu einer hohen Durchlassigkeit 
der HQIIwand. 

Eine besonders bevorzugte Modifizierung der PermeabilltSt von Polyelek- 
trolythQIIen kann durch Abscheidung von Lipidschichten oder/und amphiphi- 
ler Polyelektrolyten auf der PolyelektrolythQIle nach Desintegration der 
Templatpartikel erreicht werden. Auf diese Weise kann die Permeabilitat der 
PolyelektrolythOllen fQr kleine und polare MolekOle sehr stark vermindert 
werden. Beispiele fOr Lipids, die auf den PolyelektrolythOllen abgeschieden 
werden kdnnen, sind Lipide, die mindestens eine ionische oder ionisierbare 
Gruppe tragen, z.B. Phospholipide wie etwa Dipalmhoylphosphatidinsiure 
oder zwitterionische Phospholipide wie etwa Dipalmrtoylphosphatidylcholin 
oder auch FettsSuren bzw . entsprechende langkettige Alkylsulf onsfiuren. Bei 
Verwendung zwitterionischer Lipide kdnnen Lipidmultischichten auf der 
PolyelektrolythQIle abgeschieden werden. Auf den Lipidschichten kdnnen 
anschlietlend wehere Polyelektrolytschichten abgeschieden werden. 
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Oie erflndungsgemiBen Kapseln weisen bevorzugt eine HQIIwanddicke von 
2 bis 1000 nm, insbesondere 2 bis 100 nm, z.B. von 5 bis 8 nm, auf. Die 
Dicke der HQIIwand ist abhfingig von der Anzahl der Schichten, der Polyetek- 
trolythOlle. Die Kapseln enthatten bevorzugt 2 bis 40, bevorzugt 2 bis 20, 
z.B. 3 bis 10 Schichten. Die Kapseln kdnnen jedoch auch eine grfiBere 
Anzahl von Schichten, d.h. Polyelektrolytschichten und gegebenenfalls 
andere Schichten wie Lipidschichten, enthalten. 

Die erfindungsgemlBen Kapseln zeichnen slch weherhin durch ihre 
Monodispers'rtSt aus. So ist es moglich, eine Zusammensetzung mit einer 
Kapselverteilung zu erhalten, bei der der Anteit an Kapseln, deren Ab- 
weichung vom mittleren Durchmesser > 50% ist, weniger ats 20%, 
bevorzugt weniger als 10% und besonders bevorzugt weniger als 1%. 

Die Kapseln sind sehr stabil gegenOberchemischen, biologischen, mechani- 
schen und thermischen Belastungen. Die Kapseln konnen gegebenenfalls mit 
eingeschlossenen Wirkstoffen ohne BeeintrSchttgung ihrer Eigenschaften 
getrocknet, eingefroren oder/und gefriergetrocknet warden. Nach dem 
Auftauen bzw. Resuspendieren in Wasser werden wieder intakte Kapseln 
erhalten. 

Bei Trocknung oder Gefriertrocknung der Kapseln wird eine pulverfSrmige 
Zusammensetzung erhalten, die in geeigneten L6sungsmitteln, insbesondere 
in wSBrigen Losungen resuspendlert werden kann. Ein weiterer Gegenstahd 
der Erf indung ist deshalb eine getrocknete Kapseln umfassende Zusammen- 
setzung. Die Trocknung kann nach bekannten Verfahren durchgefOhrt 
werden, insbesondere bei erhOhter oder verringerter Temperatur oder/und 
reduziertem Druck. 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfmdung ist ein Vert ahren zur Herstellung von 
mit einer PolyelektrolythOlle beschichteten Kapseln umfassend die Schritte: 

a) Bereltstellen einer wSBrigen Dispersion von Templatpartikeln 
geeigneter Gr6Be und 

b) Herstellen einer HOlle urn die Templatpartikel durch Aufbringen von 
Poiyelektrolyten auf die Templatpartikel. 

ZunSchst wird eine wSBrige Dispersion von Templatpartikeln geeigneter 
Gr6Be bereitgestelit. Durch die Gr6Be der Templatpartikel wird die GrdBe der 
Kapseln festgetegt. Anschlie&end warden vorzugsweise mehrere Polyelek- 
trolytschichten auf die Templatpartikel aufgebracht, wodurch ein urnhQIItes 
Templatpartikel gebildet wird. Die Form der HQIIe hangt dabei unmtttelbar 
von der Form der Templatpartikel ab. 

Zum Aufbringen der Polyelektrolytschichten auf das Templat wird vorzugs- 
weise eine Dispersion der Templatpartikel in einer wSssrigen Ldsung 
erzeugt. Zu dieser Dispersion gibt man dann PolyelektrolytmolekOle, aus 
denen die erste Schicht aufgebaut werden soil. Diese PolyelektrolytmolekQIe 
kdnnen die gleiche oder die entgegengesetzte Ladung wie die Oberflfiche 
der Templatpartikel haben. Die Menge der zugegebenen Polyelektrolytmole- 
kQIe wird so gewihlt, daS das gesamte Material fOr den Aufbau der ersten 
Schicht ben6tigt wird oder es wird ein OberschuS verwendet. Im letzteren 
Fall ist eine Entf ernung der QberschOssigen PolyelektrolytmolekQIe, die nicht 
zum Aufbau der ersten Schicht bendtigt werden, zweckmfifiig, bevor die 
Zugabe von entgegengesetzt geladenen PolyelektrolytmolekQIen fur den 
Aufbau der zwerten Schicht erfolgt. Die Abtrennung der Polyelektrolytmole- 
kQIe kann nach bekannten Verfahren erfolgen, insbesondere Zentrifugation, 
Filtration oder/und Dialyse. Besonders bevorzugt ist die Abtrennung durch 
Membranfiltration wie im folgenden beschrieben. Anschlie&end werden 
weherhin abwechselnd entgegengesetzt geladene Schlchten von Polyelek- 
trolytmolekQIen aufgebracht, wobei fQr jede Schicht mit gleicher Ladung 
gleiche oder verschiedene Polyelektrolytspezies oder Gemische von 
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Polyelektrolytspezies gewfihlt warden kOnnen. Die Anzahl von Schichten 
kann grundsfitzlich beliebig gewShlt werden. Neben Polyelektrolytmolekulen 
k6nnen auch andere Substanzen wie Nanopartikel, oberfl§chenaktive 
Substanzenoder/undLipideauf den Templatpartikelnabgeschieden werden. 

Als Templatpartikel kdnnen sowohl anorganische Materialien, z.B. Metalle, 
Keramiken, Oxide oder Salzkristalle als audi organische Materialien wie 
Polymerlatizes oder Melaminformaldehydpartikel, Upidvesikel oder 
biologische Templatpartikel eingesetzt werden. Ebenfalls geeignet sind 
EmulsionstrSpfchen. Die GrfiRe der Templatpartikel kenn - insbesondere bei 
Verwendung biologischer Templatmaterialien - bis zu 50 //m erreichen. In 
den meisten Fallen ist die Gr60e der Templatpartikel jedoch bis zu 10 //m, 
besonders bevorzugt 5 nm bis 5 j/m. Die Form der Templatpartikel ist nicht 
kritisch. Sowohl spharische als auch anlsotrope Partikel kdnnen beschichtet 
werden. 

■ - 

Es k6nnen auch Aggregate von Subpartikeln als Ausgangskerne (Templatp- 
artikel) zur Beschichtung mh Polyelektrolyten eingesetzt werden. Diese 
Aggregate kdnnen gegebenenfalls in vorgeformtem oder prfiformiertem 
Zustand eingesetzt werden. Eine solche Priformierung kann beispielsweise 
durch Anlegen externer elektrischer Gleichstrom- oder/und Wechselfelder 
bzw. Magnetf elder auf Suspensionen mit Subpartikeln erzielt werden. Durch 
vorgeformte Aggregate kann die Form der Kapseln bestimmt werden. 
Weherhin kfinnen solche Aggregate mit einer hohen EinheWichkeit 
htnsichtlich der GrSSenverteilung erhalten werden (MonodispersitSt). Ebenso 
geeignet sind jedoch auch ntchtvorgeformte Aggregate. Von besonderem 
Interesse sind Aggregate in sphirischer Form. 

Die verwendeten Templatpartikel mOssen nicht notwendigerweise geladen 
sein, urn eine Selbstassemblierung von Polyeiektrolytschichten zu ermdgli- 
chen. Vielmehr kann auf nichtgeladene Kerne ein geladener Precursorfilm 



WO 99/47252 PCT/EP99/01855 

-12- 

aufgebracht werden, der an die Templatpartikel durch andere Wechselwir- 
kungen, beispielsweise hydrophobe Wechselwirkungen, gebunden ist. 

Nach Aufbringen der gewOnschten Anzahl von Polyelektrolytschichten 
konnen die umhQIIten Templatpartikel - sofern gewflnscht - desintegriert, 
insbesondere zerklelnert oder aufgelSst werden. Dabei verbleiben "leere" 
Kapseln mit einer PolyelektrolythQIIe. Die AuflSsung der Templatpartikel wird 
unter Bedingungen durchgefflhrt, bei denen die HOIIen intakt bieiben. Eine 
AuflSsung kann je nach Wahl dee Templatpartikelmaterials z.B. thermisch 
oder chemisch erfolgen. Die bei der AuflSsung entstehenden nieder- 
molekularen Kernbestandteile kdnnen durch die Poren der HGIIe nach auBen 
gelangen. Auf diese Weise erhatt man Kapseln mit PolyelektrolythOllen, die 
einen "leeren" Kern enthalten. Auf die leeren PolyelektrolytmolekQIen 
k6nnen anderen Beschichtungssubstanzen aufgebracht werden. 

Nach Desintegration der Templatpartikel kann im Inneren der KapselhQIle 
eine Flussigphase vorliegen. Qrundsfitzlich k6nnen die Kapseln jede 
Flussigkeit in ihrem Innem enthalten, z.B. eine wSBrige FlQssigkeit, 
insbesondere eine wSBrige Salzl6sung oder Wasser, oder auch organische 
Losungsmittel, insbesondere mit Wasser nicht mischbare Ldsungsmittel wie 
Alkohole oder Kohlenwasserstoffe mit mindestens 4 C-Atomen. Weiterhin 
kfinnen die Kapseln in ihrem Inneren auch Feststoffe oder Gase enthalten. 

Bevorzugt werden teilvernetzte Melaminformaldehydpartikel als auflSsbare 
Templatpartikel eingesetzt, die durch Einstellung des pH-Werts in dem die 
umhQIIten Parttkel enthaltenden Medium auf einen sauren Wert, z.B. £ 1 ,5, 
aufgelost werden kdnnen, wfihrend die HQIIschicht selbst intakt bleibt. Die 
teilvernetzten Melaminformaldehydpartikel kdnnen auch durch chemische 
Reaktionen, insbesondere durch Sulfonierung in wSBrigen Medien aufgel6st 
werden. Als Sulfonierungsagentien werden bevorzugt Alkalisulfate, 
Alkalihydrogensulfite und andere wasserlosliche Salze der schwefeligen 
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Siure verwendet. Weitere Beispiele fur aufldsbare Templatpartikel sind 
I8sfiche Polymerkeme, z.B. Harnstoff-FormaWehydpartikel, oder Sabkristalle. 

AuBerdem kSnnen als Templatmaterialien beisplelsweise Zellen, z.B. 
eukaryontische Zellen, wie etwa Saugererythrozyten oder Pflanzenzellen, 
' einzellige Organismen wie etwa Hefen, Bakterienzellen wie etwa E.coli 
Zellen, Zellaggregate, subzellulfire Partikel wie etwa Zellorganelle, Pollen, 
Membranprfiparationen oder Zellkerne, Viruspertikel und Aggregate von 
BiomolekOlen, z.B. Proteinaggregate wie etwa Immunkomplexe, kond- 
ensierte NukteinsBuren, Ligand-Rezeptor-Komplexe etc. verwendet werden. 
Das erfindungsgemSBe Verfahren eignet sich auch zur Verkapselung 
lebender biologischer Zellen und Organismen. Ebenso als Template geeignet 
sind Aggregate amphiphiler Materialmen, insbesonder Membranstrukturen wie 
etwa Vesikel, z.B. Liposomen oder Micellen sowie endere Lipidaggregate. 

Die Desintegration biologischer Templatpartikel kann durch Zugabe von 
Lysereagenzien erfoigen. Dabei sind Lysereagenzien geeignet, die biolo- 
gische Materialien wie Proteine oder/und Lipide auflfisen kdnnen. Vorzugs- 
weise enthalten die Lysereagenzien ein Deproteinisierungsmittel, beisplels- 
weise Peroxoverbindungen wie etwa H 2 0 2 oder/und Hypochloritver- 
bindungen wie etwa Natrium- oder Kaliumhypochlorit. Oberraschenderweise 
erfolgt die Desintegration der Templatpartikel innerhalb einer kurzen 
Inkubationsdauer, z.B. 1 mln bis 1 h bei Raumtemperatur. Die Desintegra- 
tion der Templatpartikel ist weitgehend vollstfindig, da selbst bei elek- 
tronenmikroskopischer Betrachtung der verbleibenden HQDen keine Reste der 
Partikel mehr nachweisber sind. Bei Einbau biologischer Polyelektrolyte in 
die H ulle kdnnen leere Schichten auch innerhalb der PolyelektrolythQIle 
erzeugt werden. 

Die bei der Desintegration der Templatpartikel gebildeten Fragmente, z.B. 
im Fall von teilvernetzten Melam'mformaledhypartikeln, die bei AuflSsung 
entstandenen Oltgomere, kdnnen durch Poren, insbesondere Nanoporen, der 
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Hull wand bus dem Inneren der Kapseln nach auBen austreten. AnschlieSend 
kdnnen sie * sofem gewQnscht - von den Kapseln abgetrennt werden. Diese 
Abtrennung kann durch dem Fachmann bekannte Verfahren durchgefOhrt 
werden, z.B. durch Dialyse, Filtration oder/und Zentrifugation abgetrennt. 
Eine Abtrennung von Templatpartikelfragmenten ist oftmais jedoch nlcht 
notwendig. Die Kapseln kdnnen auch ohne Abtrennungsschritt verwendet 
werden. 

• ■ 

Mft dem erfindungsgemSBen Verfahren ist es auch mdglich, Kapseln wit 
eingeschlossenen Wirkstof fen oder Kapseln zum EinschluB von Wirkstoffen 
herzustellen. Die Beladung des Innenraums mit kleinen MoIekQIen kann 
dadurch erf olgen, daB die Permeabilitfit der HQIIe als Funktion der externen 
physikalischen und chemischen Parameter variiert wird. Zur Beladung wird 
ein Zustand hoher Permeabilitit eingestellt. Das eingeschiossene Material 
wird anschlieSend durch Verfinderung der SuBeren Parameter oder/und 
VerschluB der Poren, beispielsweise durch Kondensation der HQIIe oder 
chemische Modifikation der Poren oder KanSle zurQckgehalten. 

Die Wirkstoffe kdnnen sowohl anorganische als auch organische Stoffe 
sein. Beispiele fOr solche Wirkstoffe sind Katalysatoren, insbesondere 
Enzyme, Nanopartikel, pharmazeutische Wirkstoffe, Polymere, Farbstoffe 
wie etwa fluoreszierende Verbindungen, SensormolekOle, d .h. MolekQIe, die 
auf die Anderung von Umgebungsbedingungen (Temperatur, pH-Wert) 
nachwetsbar reagieren, Pflanzenschutzmittel und Aromastoffe. Da die 
Kapseln in ihrem Kern wfiBrige Ldsungen enthalten kdnnen, ist es mdgllch, 
daft auch empflndliche MolekQIe unter schonenden Bedingungen einge- 
schlossen werden. 

Bei EinschluB von Katalysatoren, z.B. keramischen oder/und metatlischen 
Partikeln oder Enzymen, in die Kapseln kdnnen die Katalysatoren entweder 
an der Innenseite der Kapselwand adsorbiert sein oder als freie MolekQIe tm 
Kapselinnenraum vorliegen, so daBeine nahezu verlustfreie Verwendung der 
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Katalysatoren ermfiglicht wird. Did Katatysator enthaitenden Kapse!n kdnnen 
einfacher als der freie Katatysator zurOckgehalten oder rQckgewonnen 
warden. Eine Kontamination der Katalysatoren wird durch die Schutz- und 
Trennfunktion der KapselhQile gegenQber dem Umgebungsmedium 
weitgehend ausgeschlossen. Insbesondere wird durch die Permeabilitfits- 
eigenschaften der Kapselwfinde verhindert, daB die im Kapselinneren 
eingeschlossenen Katalysatoren durch makromolekulare Stoffe in ihrer 
Wirksamkeh gehemmt oder inhibiert werden f wfihrend der Zutritt von 

■ » 

Substrat und Austritt von Produkten mdglich 1st. 

Die Kapseln k6nnen auch eingeschlossene pharmazeutische Wirkstoffe 
enthalten* In diesem Fall wirkt die Kapsel insbesondere als Transportvehikel, 
urn die pharmazeutischen Wirkstoffe zu stabilisieren, vor einem Abbau zu 
schutzen oder/und an den gewOnschten Wirkungsort im Organimus zu 
transportieren. Durch Auswahl der Oberflficheneigenschaften der auBeren 
Hulle kann ein spezifischer Transport erzielt werden. 

Die PolyelektrolythQIle der Kapseln 1st vorzugsweise fQr niedermolekulare 
Substanzen durchlfisstg, verhindert aber den Durchtritt von Makromolek(Uen. 
Damit stellt die HQIIwand eine Barriere gegenQber Mikroorganismen und von 
ihnen sekretierten externen Verdauungsenzymen dar. Deshatb konnen in die 
erfindungsgemSBen Kapseln btologisch ebbaubare Substanzen einge- 
schlossen sein, ohne daB Konservierungsstoffe zur Hattbarmachung 
notwendig wiren. 

Die Kapseln k5nnen auch als Reaktionsrfiume fOr chemische Reaktionen 
oder als Prfizipitations- oder Kristallisationstemplate verwendet werden, 
wobei man leere Kapseln oder einen Wirkstoff oder Katatysator enthattende 
Kapseln einsetzen kann. Aufgrund der Tatsache, daB die Permeabilitit der 
Kapselwfinde steuerbar 1st, so daB sie beispielsweise niedermolekulare 
Substanzen passierenlassen, MakromolekQIe jedoch weitgehend zurOckhal- 
ten # lassen sich bei einer chemischen Reaktion entstehende hochmolekulare 
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Produkte, z.B. bei einer Polymerisation entstehende Polymere auf einfache 
Weise wihrend der Synthase fan Innenraum zurGckhalten. Das gleichzeitig 
im AuBenmedium synthetisierte Reaktionsprodukt kann z.B. durch 
Zentrrfugation oder/und Filtration nachtrfiglich oder auch berehs wfihrend 
der Reaktion entfernt warden. 

Wfihrend der Reaktion kann die Zufuhr des Reaktionssubstrats Qber die 
Diffusion durch die KapselwSnde gesteuert werden. Dabei ergeben sich 
neue Wege, in Reaktionsablfiufe einzugreifen. Da z.B. durch Filtration ein 
kontinuierlicher oder z.B. durch Zentrifugatlon auch ein pldtzlicher Aus- 
tausch des AuBenmediums mdglich ist # kann die Polymerisationsreaktion 
durch Substratentfernung beliebig angehalten werden bzw. das Monomer 
kenn ausgetauscht werden. Es ist somit m5g1ich, auf neue Art und Weise 
die Herstellung von definierten Co- oder Multipotymeren durchzufQhren. Da 
durch die Permeation der Reaktionsablauf uber die Monomerenzufuhr 
kontrollierbar ist kdnnen in den Kapseln Produkte mh neuen und anderen 
Molekulargewichtsverteilungen, z.B. hoch monodisperse Produkte erzeugt 
werden. Im Kapselinneren synthetisierte Polymere lassen sich z.B. durch 
NMR, durch IR, spektroskopisch durch Titration mh Fluoreszenzfarbstoffen 
und durch konfokale Mikroskopie nachweisen. Mh Einzelteilchenlicht- 
streuung IfiBt sich der Massenzuwachs und somit die Reaktionskinetik 
verfolgen. 

Bei Verwendung anisotroper Kapseln zur Verpackung von Wirkstoffen oder 
als Reaktlonsrfiume, z.B. fur Synthesen oder Prfizipitationsprozesse, und 
gegebenenfalls anschlieBender AuflSsung der TemplathQIIen kdnnen 
Partikelzusammensetzungen ais Dispersionen mit vorbestimmten Formen 
und Gestalten erzeugt werden. Die Erftndung betrifft somit auch anisotrope 
Partikelzusammensetzungen, die durch Verkapsetung von Wirkstoffen in 
einer PolyelektrolythQIle, z.B. durch Synthase oder Prfizipitation und 
anschlieBende Entfemung des Template, z.B. durch thermi&che oder 
chemische Behandlung, erh&ttlich sind. Vorzugsweise besitzen diese 
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anisotropen Partikel die Form der als Templet verwendeten Strukturen. 
Anisotrope Partikel kdnnen bei Anlagen von Felder bewegt, z.B. gedreht 
oder ausgerichtet warden. Auf diese Weise kdnnen Dispersionen mh 
schaltenden Eigenschaften erzeugt warden. 

Weiterhin kSnnen die Kapseln zum Einbringen von organischen FIGssigkeiten 
wie etwa Alkoholen oder Kohlenwasserstoffen, z.B. Hexenol, Octanol, 
Octan oder Decan, oder zum Verkapseln von Gasen verwendet werden. 
Solche mit einer organischen, nicht mit Wasser mischbaren FIQssigkeit 
gefflllten Kapseln kSnnen auch fQr chemische Reaktionen, z.B. Poly- 

* * * * 

merisationsreaktionen eingesetzt werden. So kann das Monomer Qber 
dessen Verteilungsgleichgewicht geziett im Innenraum der Kapseln ange- 
reichert werden. Gegebenenfalls kann die Monqmerenidsung bereits vor 
Beginn der Synthese im Innenraum eingekapsett werden. 

Es kdnnen jedoch auch Wirkstoffe verkapselt werden, die aufgrund ihrer 
GrfiSe nicht die PolyelektrolythQIle durchdringen kdnnen. Hierzu wird der 
einzuschlieSende Wirkstoff an das Templatpartikel gekoppelt bzw. 
immobilisiert oder vom Templatpartikel eingekapselt oder aufgenommen, 
z.B. durch Phagozytose oder Endozytose bei lebenden Zellen oder durch 
Verkapselung von Nanopartlkeln in I6sliche Templatmaterialien. Nach 
Desinteg ration der Templatpartikel wird der Wirkstoff ins Innere der 
PolyelektrolythQIle freigesetzt. Dabei werden zweckmSBtgerwelse die 
Bedingungen bei der Desintegration des Templatpartikels so gewfihlt, daB 
keine unerwflnschte Zersetzung des Wlrkstoffs eintritt. 

Eine Kopplung des Wirkstoffs en das Templat kann direkt erfolgen, aber 
auch durch einen Bindevermtttler bewirkt werden. Als Bindevermittler 
werden bevorzugt Molekule verwendet, die bei bestimmten Bedingungen 
degradierbar oder abbaubar sind. Besonders bevorzugt wird als Bindever- 
mittler Polymilchsiure verwendet. Hierzu wird der Wirkstoff mittels des 
Bindevermittlers, insbesondere Polymilchsfiure, en des Templatpartikel, 
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beispiels weise ein teilvernetztes Melaminf ormaldehydpartikei immobilisiert. 
Auf diese Weise wird der einzuschlie&ende Wirkstoff selbst Bestandteil des 
Schichtaufbaus bei der Beschichtung des Kerns. Nach der Auftosung der 
Templatpartikel und ggf . Degradation der BindemolekQIe wird der Wirkstoff 
ins Innere der HOIIe freigesetzt. Mit diesem Verfahren kSnnen beliebige 
Wirkstoffe in die HQile eingeschlossen werden, insbesondere Nanopartikel 
und nichtbiologische makromolekulare Komponenten und bevorzugt 
biologische MakromolekQIe, wie etwa Proteine, insbesondere Enzyme. 

Weherhln kdnnen z.B. mit 4-Pyrensulfat (4-PS) kationische Polymere oder 
Partikel in der HQile fixiert verden. Durch Herausldsen von 4-PS in 
SalzlSsungen werden diese Partikel dann in das Innere der HQIIe f reigesetzt. 

Die Inkorporation von Wirkstoffen in den von den HQIIen umschlossenen 
Innenraum kann aber auch durch vorherige Einbringung der Wirkstoffe in die 
Templatpartikel bei Verwendung von reversibien Mikrogelen ats Templat- 
partikel durchgefQhrt werden. So ermSglicht beispielsweise die Verwendung 
von teilvernetzten Methylolmelaminkernen vor der Beschichtung, in 
gequollene Kerne Substanzen zu inkorporieren, die nach einer reversibien 
Schrumpfung im Kern eingeschlossen sind. 

Die Kapseln kdnnen auch auf einer OberflSche immobilisiert werden. Die 
Einstellung der Ladung der SuBeren Schicht und die freie Funktionalisier- 
barkeft der AuBenhQIie erlaubt eine vom Zustand der eingeschiossenen 
MolekQIe unabhSngige Immobiiislerung der Kapseln. Dies erdff net zahlreiche 
Anwendungsmdglichkeiten, vor allem im Bereich der Sensorik und 
OberflSchenanalytik. Dabei kdnnen die mit Polyelektrolyt beschichteten 
Templatpartikel an eine OberflSche adheriert und die Templatpartikel dann 
aus den bereits immobilisierten beschichteten Kernen herausgeldst werden, 
urn immobitisierte Kapseln zu bilden. Ebenso kann jedoch die AuflSsung der 
Kerne vor einer Deponierung an der OberflSche erfolgen. 
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Die Kapsetn kdnnen auf zahlreichen Anwendungsgebieten, beispielsweise 
Sensorik, Oberflfichenanaiytik, als Emulsionstriger, Mikroreaktionsriume 
wie etwa fflr katalytische Prozesse, Polymerisation-, PrSziphations- odar 
Kristallisationsprozesse, in der Pharmazie und Medizln, z.B. zum Targeting 
von Wirkstoffen oder ate Ultraschallkontrastmittel, in der Lebensmittel- 
technologie, Kosmetik, Biotechnologie, Sensorik, Informationstechnologie, 
Druckindustrie (Einkapselung von Farbstoffen), photographtsche Industrie 
und fflr Tiermedizin oder Landwirtschaft (Wirkstoffe fQr Tiergesundheit, 
Wirkstoff e fflr Landwirtschaft oder Gartenbau) eing esetzt werden. Weherhin 
kdnnen die Kapsein zum Aufbau von Mikro- bzw. Nanokompositen, d.h. 
Werkstoffen, die bus mindestens zwei verschiedenen Materialien bestehen 
und eine mikro- bzw. nanoskopische Ordnung aufweisen, eingesetzt 
werden. 

Bel der Verwendung der Kapsein als Reaktionsrfiume kdnnen nieder- 
molekulare Substenzen, wie z.B. Edukte und Produkte, durch die HQIlwSnde 
permeiren, wihrend beispielsweise die Katalysatoren eingeschlossen sind. 
Bei der Verwendung von mlt Katalysatoren beladenen Mikro- bzw. 
Nanokapseln, wobei die Kapsein beispielsweise in einer SSule gepackt sind, 
steht fOr die Reaktion betrSchtlich mehr Katalysator zur VerfOgung, als bei 
herkdmmlichen oberflSchengebundenen Katalysatoren, da dort die GrdBe der 
Oberf liche limitierend ist. Besonders vorteBhaft ist, daft der Katalysator im 
Kapselinneren von der Produktion nicht durch aufwendige Verfahren wieder 
abgetrennt werden muB. WeKerhin ist die Lebensdauer der Katalysatoren 
verbessert, da makromolekulare Stoffe, insbesondere Bakterien und Pilze, 
nicht durch die HOIIwfinde gelangen kdnnen. Dadurch werden die an vide 
Verfahren gestellten hohen Anforderungen an die Sterilitfit verringert, was 
viele, technisch einfache Anwendungen von biologischen Katalysatoren 
erflffnet. 

* 

Auch SensormolekQIe kdnnen in die Kapsein eingeschlossen werden. Dabei 
kann es sich um Enzyme handeln, die in Anwesenheit eines Substrata unter 
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geeigneten Bedingungen optisch oder auf andere Wetse nachweisbare 
Produkte, beispielsweise farbige oder fluoreszierende Produkte bilden. Es 
k6nnen aber auch elektrisch aktlve SensormolekQIe, insbesondere oxidier- 
bare oder reduzlerbare Stoffe, elngeschlossen werden, wobei die Kapseln 
auf Elektroden immobilisiert werden kdnnen. Hier 1st neben der schOtzenden 
Funktion der Kapseln insbesondere von Vorteil, dafi das SensormolekGl, 
nicht direkt mit der Elektrode in BerGhrung kommt. 

Die Kapseln kdnnen auch zur Herstellung von Kristallen oder amorphen 
Prfizipitaten aus organischen oder anorganischen Materialien oder zum 
EinschluB von organischen oder anorganischen Kristallen oder amorphen 
Prfizipitaten verwendet werden. Bevorzugt dienen die Kepseln als Kristallisa- 
tions- oder Prfizipitationsraum bzw. Template zur Herstellung von ins- 
besondere monodispersen Kristallen oder Prfizipitaten. Mit den erfindungs- 
gemfi&en Kapseln 1st ein hoher Qrad an Monodispers'rtat zu erhalten, da die 
maximale GrdBe der eingeschlossenen Partikei durch die GrdBe der Kapseln 
begrenzt 1st. Als Kristalllsationskeime kdnnen chemische Gruppen an der 
inneren HQIIwand verwendet werden. Dazu werden beim schichtweisen 
Auf bau der Hfllle der Kapseln in der innersten Schicht MolekQIe verwendet, 
die Seitenketten aufweisen, die das Kristallwachstum begOnstigen. So 
kdnnen beispielsweise Polyphosphate an der Innenseite der HQIIe aufge- 
bracht warden, urn im Inneren CaC0 3 zu bilden. Als fiuBerste Schicht der 
PolyelektrolythQIle der Kapseln warden gOnstigerweise Polyelektrolyte 
verwendet, die ein Kristallwachstum unterdrflcken, beispielsweise Amine. 

m 

Die Kapseln kdnnen auch zum Aufbau von Mikro- bzw. Nanokomposhen 
verwendet werden. Mikro* und Nanokomposite sind Werkstoffe, die aus 
mindestens zwei verschiedenen Materialien bestehen und eine mikro- bzw. 
nanoskopische Ordnung aufweisen. Solche Komposite imitieren oftmals in 
der Netur vorliegende Produkte, wis z.B. Muschelschalen, die aus Nanokom- 
poshen von gewdhnlichen Kalk- und EiwelBmolekQIen bestehen. Solche 
Komposite haben bei geringem Gewicht eine Qberraschend hohe Festigkeit. 
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Durch die Assemblierung kdnnen makroskopische Strukturen geordnet 
aufgebaut warden. 

Anisotrope HQIIen, die unter Verwendung anisotrooer Templatpartikel, z.B. 
biologischer Templatpartikel hergestellt wurden, erlauben in Verbindung mit 
z.B. Kristallisation oder/und Prfizipitation die Herstellung von Kompositen mit 
anisotropen Eigenschaften. So k8nnen beispielsweise magnetische Elllpsoide 
hergestellt werden, z.B. durch FQIIung mit magnetischen Partikeln oder/und 
durch Adsorption von magnetischen Nanopartikeln auf dor Polyelek- 
trolythQIIe. Im Magnetfeld zeigen diese anisotropen Partikei eine Orientle- 
rung, wodurch die optischen Eigenschaften einer Partikelsuspension rasant 
gelndert werden kdnnen (magneto-optischer Schalter), Auf analoge Wetse 
kann man mit ferroelektrischen Partikeln verf ahren. Mit Hilfe dieser Tellchen 
kann man beispielsweise mit einem rotierenden Feld kleine Schaufelrader 
zum Pumpen erzeugen (Mikromechanik). Dane ben kdnnen anisotrope 
Partikei durch Dissipation erwSrmt werden. Dies kann zur Erzeugung extrem 
lokalisierter WSrmequellen genutzt werden, die man mit elektrischen bzw. 

■ ■ 

mit magnetischen Feldern bewegen kann. Dies eriaubt die Erzeugung lokaler 
Hyperthermieffekte. Weiterhin kdnnen durch geordnete Ausrichtung 
anisotroper Partikei Kompositmaterialien mit hierarchtscher Struktur und 
interessanten makroskopischen physikafechen anisotropen Eigenschaften 
erzeugt werden. 

Wie bereits ausgef uhrt, kann die Permeabilitit der PoiyelektrolythOlle durch 
Modif ikationen, z.B. Aufbrtngen von Lipidschichten, gesteuert werden. Dies 
kann fQr pharmazeutischen Anwendungen genutzt werden, indem nach der 
Verkapselung polarer niedermolekularer Substanzen Lipide auf die HQile 
auf getragen warden, um auf diese Weise die Permeabilitit der HQIIe fur die 
verkapselten Substanzen zu vermindem. Der verkapselte Stoff kann nur 
noch langsam durch die Lipidschicht mit einer Qber lange Zeit konstanten 
Rate austreten, was fQr pharmakologische Applikationen oftmals wDn- 
schenswert ist. 
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Durch die Verkapselung und anschliefiende AuflSsung von Templaten 
k8nnen formgetreue dreidimensionale AbdrOcke von Templatparttkeln 
hergestellt warden. Bei Btockvernetzung der PolyelektrolythGllen erhait man 
mesoporSse Materialien mit monodisperser formgetreuer Porenverteilung. 
Diese Materialien bestaen eine hohe innere Oberfliche verbunden mit hoher 
Festigkeit und machen sie zu hervorragenden Filtersubstanzen fQr indu- 
stries Zwecke. Durch Auswahl der Template (Form und GrdBe) kflnnen 
mesoporose Materialien mit vorgegebenen Poren hergestellt werden. 

NatQrlich kann durch Variation der fflr die Herstellung der PolyelektrolythOlle 
verwendeten Materialien auch die Oberflfichenchemie in weiten Berelchen 
variiert werden. 

SchlieBlich kdnnen die Polyelektrolythflllen auch zur Erzeugung von pH- 
Gradienten zwischen dem inneren der HQIIe und dem die HQIIe umgebenden 
Votumen verwendet werden. Dieaer pH-Gradient kann wiederum zu 
effizienten Beladungen der HOIIen mit Wirkstoffen ausgenutzt werden. 

Noch ein weiterer Aspekt der Erfmdung 1st das Aufbringen mehrerer 
aufeinanderfolgender Schichten auf einen TrSger durch ein Filtrationsver- 
fahren. Durch diese Methode k6nnen mh PolyelektrolytmolekQIe beschich- 
tete Kapseln effizient, auf einfache Weise und in groBem MaBstab 
hergestellt werden. Oberraschenderweise kdnnen selbst empfindliche 
Templatpartikel wle btologische Zellen durch ein Fdtrationsverfahren 
beschichtet werden. 

Die Erfindung betrifft somit ein Verfahren zum Aufbringen mehrerer 
Schichten von Beschichtungssubstanzen auf Templatpartikel umf assend die 
Schritte: 

(a) Inkontraktbringen des Templatpartikels mit einer ersten Beschich- 
tungssubstanz in einem fluiden, vorzugsweise wSssrigen Reaktlons- 
medium in einem Reaktionsraum, der auf mmdestens einer Seite 
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durch eine Filtrationsmembran begrenzt ist unter Bedingungen, bei 
denen eine Schicht der ersten Beschichtungssubstanz auf dam 
Templatpartikel gebildet wird, 

(b) Ableiten von mindestens einem Teil des Reaktionsmediums mit 
gegebenenfalls darin enthaltener 0bersch086iger erster Beschich- 
tungssubstanz durch die Filtrationsmembran in einen Fittratraum, 
wobei vorzugsweise die OberschOSsige erste Beschichtungssubstanz 
im wesentlichen voilstfindig abgeleitet wird, 

(c) Inkontaktbringen des Templatpartikels mit einer zweiten Beschich- 
tungssubstanz in einem fluiden Reaktionsmedium in einem Reak- 
tlonsraum der auf mindestens einer Serte durch eine Filtrations- 
membran begrenzt ist, unter Bedlngungen, bei denen eine Schicht der 
zweiten Beschichtungssubstanz auf dem Templatpartikel gebildet 
wird, 

(d) Ableiten von mindestens einem Teil des Reaktionsmediums mit 
gegebenenfalls darin enthaltener OberschQssiger zwerter Beschich- 
tungssubstanz durch die Filtrationsmembran in einen Fittratraum, 
wobei vorzugsweise die OberschQssige zweite Beschichtungssubstanz 
vorzugsweise im wesentlichen voilstfindig abgeleitet wird, und 

(e) gegebenenfalls mehrmaliges Wiederholen der Schritte (a) und (b) 
oder/und (c) und (d), 

Als erste und zweite Beschichtungssubstanzen warden vorzugsweise 
jeweils entgegengesetzt geladene Polyelektrolytspezies oder Gemische von 
Poiyelektrolyspezies verwendet. Weiterhin kdnnen als Beschichtungssub- 
stanzen auch Nanopartikel, amphiphile Polyelektrolyte, Upide oder/und 
Tenside verwendet werden. 

Die Templatpartikel werden vorzugsweise aus Partikeln mit einem Durch- 
messer von bis zu 50 /im, insbesondere bis zu 10 j/m ausgewfihlt. 
Vorzugsweise werden aufldsbare Partikel wie zuvor genannt, z.B. teflver- 
netzte Melaminformaldehydpartikel, biologische Partikel oder Aggregate 
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biologischer oder/und amphlphiler Materialien, insbesondere biologische 
Aggregate wie Zellen, Zellaggregate, Viruspartikel etc. verwendet. 

Um eine vollstfindige Entf emung CberflOssiger Beschichtungssubstanz nach 
einem Beschichtungsschrltt zu ermdgllchen, wird wShrend oder/und nach 
Schrht (b) oder/und (d) eln Waschmedium, z.B. Wasser oder eine wfissrige 
PufferlSsung in den Reaktionsraum eingebracht. Insbesondere bei empfindli- 
chen Templatpartikeln wie bioiogischen Aggregaten erfolgt die Zugabe des 
Waschmediums derart, daB das im Reaktionsraum befindliche Volumen des 
Mediums gem§B einem vorgegebenen Programm gesteuert wird, z.B. in 
Schritt (b) oder/und Schritt (d) im wesentlichen konstant bleibt. 

Die Schrhte (a) und (c) kfinnen jeweils im gleichen Reaktionsraum, aber 
auch in unterschiedlichen Reaktionsriumen durchgefQhrt werden. Die 
Filtrationsmembranen werden zweckmiBigerweise so gewihlt, daB sie 
einerseits in der Lage sind, partikelformige Templatmaterialien zurGckzu- 
halten, aber andererseits eine rasche Entfernung des verbrauchten 
Reaktionsmediums ermSglichen. Beispiele f Or geeignete Fittermaterialien sind 
Polyamid, Cellulosenitrat und Celluloseacetat. Um bei empfindlichen 
Templatpartikeln eine Aggregatbildung oder/und ein Verstopfen des Fitters 
zu vermeiden, wird das Verfahren unter Bedingungen durchgefQhrt, welche 
die Adhfision von Templatpartikeln unterdrQcken. So konnen gegebenenf alls 
fOr jeden Fittrationsschrht Membranen verwendet werden. die eine 
gleichsinnige Ladung wie die im jeweiligen Schritt verwendete Polyelek- 
trolytspezies haben. 

Die Rltration kann durch Aniegen eines Oberdrucks im Reaktionsraum 
oder/und eines Vakuums im Filtratraum beschleunigt werden. Bei empfindli- 
chen Templatpartikeln, insbesondere bioiogischen Aggregaten, wird die 
Filtration im wesentlichen ohne Druckdifferenz (Druckdifferenz £ ± 0,5 
bar) zwischen Reaktionsraum und Filtratraum durchgefQhrt. Weiterhin ist ein 
RQhren des Reaktionsraumes zumindest wfihrend der Schritte (a) oder/und 
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(c), insbesondere ein kontinuierliches RQhren wfihrend des gesamten 
Prozesses in vielen Ffillen vorteilhafl 

Das erfmdungsgemfiBe Membranfittrationsverfahren 1st kontinuierlich 
durchfQhrbar, erlaubt die Produktion grSBerer Mengen an beschichteten 
Partiketn in kOrzester Zeit, ist visuetl kontrollterbar und verhindert weitestge- 
hend die Aggregatbildung von Teilchen. Das Verf ahren kann im gro&technh 
schen MaBstab durchgefQhrt warden und kann aufgrund seiner Flexibilit&t 
an verschiedene Anforderungen der speziellen Partikel und Beschichtungs* 
systeme adaptiert warden. Be] Verwendung ISsllcher Templatpartikei kann 
der Abbau der Kerne kontinuierlich im AnschluB an die Beschichtung 
erfoigen. 

Die Erfindung wird durch die beigefOgten Rguren und Beispiele waiter 
erl&utert. 

Fig.1 steltt erne schematische Veranschautichung einer bevorzugten 
Ausf Qhrungsform des erfindungsgemSfien Verfahrens dar. 

Fig. 2 zeigt die Schtchtdicke als Funktion der Zahl der Schichten bei der 
Absorption von Poly(allylaminhydrochiorid) (PAH) und Poly(styroIsul- 
fonat, Natriumsalz) (PSS) auf negativ geladene Polystyroi (PS)- 
Latexpartikel. 

Rg.3 zeigt ein SEM-Abbild (Rasterelektronenmikroskopie) einer Polyeiek- 
trolythOHe mit neun Schichten KPSS/PAHJ^/PSS] nach Aufldsung des 
Kerns. Die Bu&ere Schtcht ist PSS. 

Fig. 4 zeigt ein TEM-Abbild (Transmissionselektronenmikroskopie) einer 
PolyeiektrolythQIle mit neun Schichten [(PSS/PAHyPSS]. 
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Fig. 5 zeigt atomkraftmikroskopische Abbildungen von PSS/PAH-Polyelek- 
trolythDIIen. Die Zahl der PolyelektrolythQIlen betrfigt in Fig. 5(A) 3 
[PSS/PAH/PSS] und in Fig.5(B) 9 KPSS/PAHyPSS). 

* 

Rg.6 zeigt ein AFM-Abbitd von PS-Latexteilchen mit 1 ,28 Durchmesser 
und einer PolyelektrolythQIle mit sechs Schichten (PAH/PSS) 3 . Die 
fiu&ere Schicht 1st PSS, 

Fig.7 zeigt normalisierte Uchtstreuungs4ntensit§tsverteilungen von 
PAH/PSS-beschichteten PS-Latexpartikeln. Partikel mit 1 1 und 21 
Schichten werden mit den unbeschichteten Partikeln vergiichen. 

Fig. 8 zeigt ein TEM-Abbild eines PS-Latexpartikels beschichtet mit vier 
Schichten PAH/PSS und anschlieBend drei Schichtpaaren bestehend 
jeweils aus einer Schicht Magnetit und einer Schicht PSS. Die Skala 

* 

entspricht 200 nm. 

Fig. 9 zeigt ein AFM-Abbild einer PolyelektrolythQIle erzeugtdurch Beschich- 
tung eines 3,7 //m MF-Latexpartikels mit 1 0 Schichten PSS/PAH und 
anschlieBende AuflSsung des Templatpartikels. 

Fig. 10 zeigt ein AFM-Abbild von PolyelektrolythQIlen erhalten durch 

Beschichtung von Glutardialdehyd-fixierten humanen Ery- 
throzyten mit zehn Schichten PSS/PAH und anschlieBende 
AuflSsung des Templatpartikels. Die Skalenwerte der Achsen 
sind in //m und die Werte der H6henskala In nm angegeben. 

Fig.1 1 zeigt ein AFM-Abbild von PolyelektrolythQIlen erhalten durch 

Beschichtung von 3,7 /im MF-Latexpartikeln mit zehn Schich- 
ten Chhosan/Chitosansulf at und anschlieBende AuflSsung des 
Templatpartikels. 
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r ig . 1 2 zeigt ein CLSM-Abbildung von Chitosan/Chhosansulf atmikro- 

kapseln bestehend aus elf Schichten, wobei als iuBerste 
Schicht FTTC-markiertes PAH verwendat wurde. 



6 Fig. 13 zeigt das Zetapotential von beschichteten und mit Chhosan/- 

Chitosansulfat beschichteten 3,7 /m MF-Latexpartikeln. 

Fig . 1 4 zeigt die FluoreszenzintensitSt erner 6-CF als Fluoreszenzmar- 

ker enthaltenden Suspension von PolyelektrolythOilen gegen- 
io uber dem pH-Wert des umgebenden Mediums die durch HCI 

oder H-PSS mit dem jeweils angegebenen Molekulargewicht 
titriert wurde. 



Fig. 1 5 . zeigt die Beziehung des pH-Werts im Inneren der Kapseln zum 
is pH-Wert des umgebenden Mediums, titriert mit H-PSS (MW 

4200) in Abwesenheh von Salz (ausgef Qllte Kreise) und in 
Gegenwart von 1 mM NaCI (leere KreiBe). Diegestrichelte Unie 
zeigt die durch Titration der Kapseldispersion mit HCI erhattene 
Kontrolle. 
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Belsotele 

Betspiel 1 Herstellung von teflvernetzten Melamlnf ormaldehyd-Templat- 

partlkeln 

Monodisperse Melamlnformaldehydpolymerpartikel kfinnen durch eine 
Polykondensationsreaktion aus Melaminformaldehydprfikondensaten im 
GrSBenbereich bis zu 15 /mi hergestelft warden (vgl. DD 224 602). Die 
Gr8Ue der Partikel kann durch die Monomerkondensation, den pH-Wert, die 
Reaktionstemperatur und den Tensidzuaatz beeinfluBt werden. Bei den im 
Stand der Technik beschriebenen Verf ahren werden hochvernetzte Partikel 
erhalten, die in den meisten organischen L6sungsmitteln, wie etwa Xylol, 
Toluol und Alkohol sowie in SSuren und Basen unloslich sind. Zur Herstel- 
lung von aufI6sbaren, teilvernetzten Melaminf ormaldehyd-Templat-Partikeln 
wird das im Stand der Technik beschriebene Verf ahren modifiziert, indem 
der Polykondensationsproze&auf einer bestimmten Initialstufe der Reaktion 
unterbrochen wird. Dadurch werden in wi&rigen Medien losliche Kerne 
erhalten. Der Abbruch der Reaktion kann durch rasche Temperaturabsen- 
kung, durch Verinderung des pH-Werts in den alkalischen Bereich und 
durch WahlgeeigneterPrakonden8ate # insbesondereTetramethylolmelamin, 
erreicht werden. 

Die so erhaltenen Kerne kSnnen durch SSurezugabe und/oder durch 
bestlmmte chemische Reaktionen, insbesondere Sulfonierung in wSBrigen 
Medien, euf gel6st werden. Als Sulfonierungsagentien kdnnen insbesondere 
Alkalisulfite, Alkalihydrogensulfite und andere wasserldsliche Salze der 
schwefligen SSure eingesetzt werden. Die Aufldsbarkeit der Kerne kann 
durch den Zeitpunkt der Unterbrechung des Polykondensationsprozesses 
beeinfluBt werden. Die Unterbrechung wird 1 min bis 3 h nach Start der 
Reaktion in AbhSngigkeit der Reaktionsbedingungen und in Abhingigkeit der 
gewQnschten Aufldsbarkeit der Kerne durchgefOhrt. Die AuflCsungs- 
geschwindigkeit kann weiterhin durch die Wahl von pH-Wert, Temperetur 
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und Sulfonierungsreagens gesteuert werden. SomK ist 68 mdglich, Kerne 
mit einer Aufl6segeschwindigke?t von 0,1 s bis 10 h, wiederum in 
AbhSngigkeit der Aufldsungsbedingungen, zu erhalten. Diese auflBsbaren 
Melaminf ormaldehydpartikel werden hierin als teiivernetzte Melaminf ormal- 
dehydpartikel bezeichnet 

Beispiel 2 Herstellung von leeren PolyelektrolythQIIen unter Verwendung 

von Metaninformaldehydpartlketn ale Templet 

2.1 

Auf wie in Beispiel 1 beschrieben hergestellte monodisperse, kolloidale, 
teiivernetzte Melaminformaldehydpartikel (MF) mit einem Durchmesser von 
2,0 bzw. 3,3 //m werden schrfttweise Polyelektrolyte aus verdQnnten 
wfiBrigen Ldsungen aufgebracht (vgl.Fig.1). Die Polyelektrplytschichten 
werden durch alternierende Adsorption von entgegengesetzt geladenen 
Polyionen, beginnend mit der Adsorption eines negativ geladenen Poly- 
anions (z.B. Polystyrolsulfonat, Natriumsalz; PSS) auf die positiv geladenen 
MF-Partikel aufgebracht. Typiache Adsorptionsbedingungen waren 20 mM 
Polyelektrolyt (Konzentrationsangabe bezogen auf Monomer) 0,5 M NaCI bei 
Partikelkonzentrationen von 0,5 Gew.-%. Die Adsorptionsdauer betrug 
20 min. Die MF-Partikel batten eine Dtchte von 1 ,5 g/cm 3 . 

Nech Beendigung dieses AdsorptionszykluswurdeuberschOssigerBektrolyt 
durch wiederholte Zentrifugations/Waschzyklen entfemt. Dazu wurden die 
beschichteten Kerne bei einer Zentrifugationsgeschwindigkeit von 2000 
U/min (unter Verwendung eines Eppendorf-Rotors) abgesetzt. Dann wurden 
drei Weschschritte mit entionisiertem Wasser vor der Zugabe des nSchsten 
Polyelektrolyten durchgefOhrt, urn die vollstindige Entfernung von 
nichtadsorbiertem Polyelektrolyten sicherzustellen. Durch Wiederholung 
dieser Vorgehensweise kann die gewOnschte Zahl von Polyelektrolyt- 
schichten aufgebracht werden. 
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AnschlieBend wurde der pH-Wert auf < 1 ,6 erniedrigt wodurch die MF- 
Kerne innerhalb wenlger SekundenaufgelSst werden. Die Fragmente dringen 
durch die Poren der HQIIe nach auften und k6nnen entfernt werden, so daB 
eine leere PolyelektrolythOlle erhahen wird. Bei pH-Werten oberhalb 1 ,8 wird 
keine nachweisbare Auflosung der Kerne beobachtet 

2.2 

1 00 //I einer 3%-igen Dispersion von teilvernetzten Melaminformaldehyd- 
Partikeln mit einer PartikelgrfiBe von 3//m werden mit 400 //l einer L6sung 
von 20 mono mM PSS in 0,5 M NaCI versetzt. Nach einer Einwirkzeit von 
5 min unter leichtem SchOtteln wird 1 ml reines Wasser zugesetzt. Nach 
Zentrif ugation bei 2000 U/min wird der Oberstand decantiert, das Sediment 
mit reinem Wasser auf gefOlh und die Zentrif ugation wiederholt. Abermaliges 
Decantieren und ein weherer Zentrifugationszyklus ergeben gereinigte, mit 
einer PSS-Schicht bedeckte MF-Partikel. in analoger Wetse wird an- 
schlieOend eine Poty<allylaminhydrochlorid)-Schicht (PAH) aufgebracht. 
Diese Zyklen werden abwechselnd in AbhSngigkeit von der gewOnschten 
Zahl der Schichten wiederholt. Nach dem Zentrifugationszyklus am Ende 
des Aufbaus der ietzten Schicht werden 1 ml einer 0,1 N Salzsfiure 
zugegeben. Nach etwa 5 min SchOtteln erhfiit man eine klare Ldsung, da die 
durch die Partikel verursachte TrQbung der Ldsung verschwunden ist. 
AnschlieBend zentrif ugiert man fOr etwa 10 min bei 10 000 U/min. Bei 
dieser Zentrifugation scheidet sich ein feiner, leicht milchig wirkender 
Bodensatz ab f der die gebildeten PolyelektrolythQIIen enthfilt. Berefts ein 
Ieichte8 SchOtteln nach Zusatz von Wasser ist ausretchend um die HQIIen 
zu resuspendieren. Nach zwei weheren Zentrlfugationsschritten erhilt man 
eine gereinigte, 3%-ige Dispersion von sphirischen, monodispersen 
PolyelektrolythQIIen in Wasser. Eine Probe dieser HQIIen kann durch 
Rasterelektronenmikroskopie, Transmissionselektronenmikroskopie und/oder 
Atomkraftmikroskopie untersucht werden. 
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2.3 

1,59 mg Na-Polystyrolsulfonat [PSS) werden einer Dispersion von teilver- 
netzten Melamlnformaldehydpartikeln in 0,5 M NaCI zugesetzt. Die MF- 
Dispersion enthfilt insgesamt 2,2 x 10 8 Partikel. Nach zwanzigminQtigem 
ieichtem SchDtteln werden 0,81 mg Polyatlylaminhydrochlorid zugesetzt. 
Nach wiederum 20 min werden unter Ieichtem SchOtteln 1,59 mg PSS 
zugegeben. Diese Vorgehensweise wird 5x mit jeweils einer PAH- und einer 
PSS-Zugabe wiederholt. Man erhilt dadurch Melaminformaldehydpartikel, 
die mit 1 3 altemierenden Schichten bedeckt sind. Durch Zugabe von 10 ml 
1 N-SalzsSure wird der pH-Wert erniedrigt, so daB sich die MF-Kerne 
auflosen. Durch die Zentrifugation bei 15 000 g fOr 15 min werden die 
PolyelektrolythQIIen vom Oberstand abgetrennt. 

Belsplel 3 Charaktertelerung der PolyelektrolythQBen 

3.1 Abhinglgkeft der Schlchtdicke von der Anzah! der Schichten 

Auf negativ geladene Polystyrol (PS)-Latexpartikel warden abwechseind 
Schichten aus Poly(allylaminhydrochlorid) (PAH) und Poly(styrolsutfonat, 
Natriumsalz) (PSS) adorbiert. Die Schichtdicke wurde durch Einzelteilchen- 
Lichtstreuung gemessen. Der Intensitatsanstteg des gestreuten Uchts 1st ein 
MaB fQr die adsorbierte Menge und wurde in die Schichtdicke unter 
Verwendung des Refraktionsindex der Polyeletrolytschichten konvertiert. 
Das Insert in Fig. 2 gibt das aus elektrophcretischen Mobilrtfitsmessungen 
(Malvern Zetesizer 4) abgeleitete Zetapotential fQr die Adsorption von PAH 
und PSS auf Polystyrolpartikel (ausgefOllte Kreise) und fQr die Adsorption 
von PSS und PAH auf positiv geladene MF-Partikel (offene Kreise) an. 

Das Zetapotential ist ein MaB fQr die effektive Ladungsdichte auf der 
Partikeloberfiache. Wie aus Fig.2 ersichtlich ist, trctt eine Umkehrung des 
Oberf lachenpotentials mit der Adsorption jeder Polyelektroiytschicht auf die 
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Polystyrol- bzw. MF-Partikel auf . Eine Umkehrung des Oberflfichenpotentials 
begQnstigt die anschlieBende Adsorption des entgegengesetzt geladenen 
Polyions. 

* 

Rugzeitmassenspektrometrische Untersuchungen haben gezeigt, daB bei der 
Aufldsung der teilvernetzten MF-Templatpartikel bei einem pH-Wert < 1,6 
MF-Oligomere gebildet warden, die haupteichlich aus 5-10 Einheiten 
Tetramethylolmeiamin bastehen. Diese MF-Oligomere haben eine charak- 
teristische Querschnittsausdehnung von etwa 1 nm, wie durch molekuiare 
Dynamiksimulationen bestimmt (unter Verwendung des Programms 
DISCOVERY). Diese Oltgomere werden aus dem Kern ausgestoBen und 
permeiren durch Polyelektrolytschichten, die die HOile bilden, und kdnnen 
schlieBlich von den leeren Schalen durch Zentrifugation abgetrennt werden. 
Dies bestfitigt, daB die HOIien fOr Molekflle mit einer Grdfie im Bereich von 
wenigen nm, insbesondere £10 nm, bevorzugt £ 5 nm, leicht permeabel 
sind. 

■ 

3.2 Rasterelektronenmlkroskoplsche Untersuchungen der Polyelek- 
trolythUNen 

Die PolyelektrplythOllen wurden mittels Rasterelektronenmikroskopie (SEM) 
untersucht. Zunfichst wurde ein MF-Kem mit einem Durchmesser von 3,3 
//m mit 9 Polyelektrolytschalen [(PSS/PAHJ^PSS] beschichtet. Die SuBerste 
Schicht ist PSS. Nach Aufldsung des MF-Kerns wurden die erhaltenen 
Kapseln mit SEM untersucht. Wie aus Rg.3 ersichtlich, liegen die Durch- 
messer im Bereich von 4,0 ± 0,6 //m. Die Schalen werden durch eine 
starke elektrostatische Anziehung an die positiv geladene, Poly (ethy lenimin) - 
beschichtete Giasoberfifiche immobilisiert. Weiterhln tritt wfihrend der 
Untersuchung ein gewisses AusmaS an Austrocknen der Kapseln ein. Dies 
fOhrt dazu, daB die HQIIe faltig wird. Wie jedoch aus Rg.3 ersichtlich ist, 
sind keine Ldcher oder RiBspuren in den HQIlen zu finden. 
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Die SEM-Messungen wurden unter Verweridung ernes Zei&-DSM40- 
Instruments durchgef Ghrt, welches bei einer Beschleunigungsspannung von 
15 KeV betrieben wurde. Die Proben wurden durch Aufbringen eines 
Tropfens einer die HQIien enthaltenden L8sung auf Poly(ethylenimin)- 
beschichtetes Glas hergestellt. Nachdem sich die HQHen auf den Glastrfigern 
abgesetzt hatten, wurden sie grOndlich mit Wasser gesputt und vorsichtig 
unter einem Stickstoffstrom getrocknet. 

3.3 Transmissionselektronenmikroskople (TEM) 

Auf MF-Templatpartikel mit einem Durchmesser von 2 //m wurden neun 
Schichten Polyeiektrolyt [(PSS/PAH) 4 /PSS] aufgebracht. AnschlieBend 
wurden die Templatpartikel auf geldst. Die Proben wurden mit Glutardialde- 
hyd, Os0 4 und K a Cr 2 0 7 fixiert, in Ethanol/Aceton dehydriert, in ein Epon 
81 2/Araldh M-Harz eingebettet und in einem Of en fQr zwei Tage polymeri- 
siert. DQnnschnitte (80 bis 100 nm) wurden unter Verwendung eines 
Reichert-Ultratom angeferttgt und mtt Uranylacetat und BleicKrat elngef firbt. 
Die Messungen wurden auf einem JEOL 100 B Elektronenmikroskop 
durchgefQhrt. 

■L 

Wie aus Rg.4 ersichtlich, kann die angeflrbte Polyelektrolytschicht, die das 
weniger angefarbte Zellinnnere umgtbt, deutlich identifiziert werden. Die 
homogene Form der HQHen zeigt, daft die hergesteltten Kapsein sowohi den 
Durchmesser als auch die sphfirische Form der Templatpartikel beibehalten, 
unter der Voraussetzung, daft die innere wfiftrige L6sung nicht entfernt wird. 
Weiterhin ist zu erkennen, daft die Dicke der aus neun Schichten bestehen- 
den PolyelektrolythQHe in der GrSftenordnung von 20 nm ist. Dieser Wert 
stimmt mit den in Fig. 2 gezeigten Daten fQr Polyelektrolyt-beschichtete 
Polystyrolpartikel Qberein. Daraus kann man schlieften, daft die Art der 
Templatpartikel die Dicke der Polyelektrolytschichten nicht wesentiich 
beeinfiuftt. Aus dem TEM-Abbild ist auch ersichtlich, daft die Polyelek- 

* 

trolythQIIen weder Risse noch Lficher aufweisen. 
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3.4 Atomkraftmlkroskoplsche (AFM) Untersuchungen 

PSS/PAH-PolyelektrolythOllen wurden unter Verwendung von MF-Templat- 
partikeln mlt einem Durchmesser von 3,3 pm wie oben beschrieben 
hergestellt. Die Zahl der Polyelektrolytschichten betrug 3 [PSS/PAH/PSS] 
(Fig.5(A)) bzw. 9 l(PSS/PAH) 4 /PSS] (Fig.5(B». Diese Kapseln wurden mlt 
AFM im Tapping Mode (TM) untersucht. Rg.5 zeigt, daB die dreidimensio- 
nalen PolyelektrolythOllen durchgehende Folien sind, die Falten aufweisen, 
die von der Verdampfung des wfiBrigen Inneren resultieren. Wie zu sehen 
ist, steigt die H6he der Kapseln mit ansteigender Schichtzahl an. Die 
maximale H6he der getrockneten HOflen in Abbildung A liegt in der 
GrdBenordnung von 50 nm und in Fig.5(B) in der GrSBenordnung von 100 
nm. 

Beispiel 4 Heretellung von trfigerfixierten PolyelektrolythQBen 

Ein sorgffiltig gereinigter GlastrSger wird 5 min in eine wSBrige L5sung von 
0,5 mg/ml Polyethylenimin eingetaucht. Danach bISst man den Glastrfiger 
in einem Stickstoffetrom trocken. 100 pi einer 3%-igen Dispersion aus 
teilvernetzten Melaminformaldehydpartikeln mit einer PartikelgrdBe von 
1 pm Durchmesser werden mit 400 pi einer 20 mono-mM Na-Poly(styrolsul- 
fonat)-l6sung NaCI versetzt. Nach 5 min unter leichtem Schutteln wird 1 mi 
refnes Wasser zugesetzt. Naoh Zentrifugation bei 2000 U/min wird der 
Gberstand decantiert, das Sediment mit relnem Wasser aufgefQIlt und die 
Zentrifugation wiederhott. Nach abermaligem Decantteren und einem 
weheren ZentrH ugationszyklus erhfilt man mit einer PSS-Schicht bedeckte 
MF-Partikel. AnschiieBend gibt man 400 pi einer 20 mono-mM-Polydiallyldi- 
methylammoniumchloridl6sung in 0,5 M NaCI zu den Partikeln und inkubiert 
fOr 20 min Diesen Vorgang wiederholt man ein zweites Mai. AnschiieBend 
werden die Partikei wiederum wie oben beschrieben mit PSS beschichtet 
und drelmal zentrifugiert. Das Sediment wird in 0,5 ml reinem Wasser 
redispergiert und auf den Glastrfiger aufgebracht. Nach 5 min taucht man 
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den Glastreger fur 6 min in eine 0,1 N Salzsfiureldsung. Danach taucht man 
das Glasplfittchen ohne Zwischentrocknung fur jeweite 5 min dreimat In 
reines Wasser. Danach wird das Glasplfittchen in einem leichten Stickstoff- 
strom getrocknet Als Resultat erhllt man dichtgepackte, auf einam 
Polyethylenimin-beschichteten Glastrfiger fixierte PolyelektrolythOllen, die 
aus 5 Schichten bestehen. 

Beispiel 5 Elnschtuft von Wirkstoffen in Polyelektrolythullen 

100 Art einer 2%-igen Dispersion aus teilvernetzten Melaminformaldehyd- 
partikeln mit einer PartikelgrdBe von 0,9 A*m Durchmesser werder mit 400 Art 
einer 0,6 M NaO-L6sung, pH 6, versetzt, die 0,5 mg/mi Polymilchsaure 
enthalt. Nach 5 min unter leichtem SchQtteln wird 1 ml Wasser zugesetzt. 
Nach Zentrifugation bei 2000 U/min (5 cm Rotorradtus) wird der Oberstand 
decantiert, Wasser nachgefQIlt und die Zentrifugation wiederholt. Nach 
abermaligem Decantieren und einem weiteren Zentrifugationszykius warden 
mh einer Poiymilchsfiureschicht bedeckte Melaminpartikel erhalten. Diese 
werden mit 0,4 ml einer 1 mg/mt Lysozymidsung bei pH 6,0 versetzt und 
fur 20 min bet leichtem SchQtteln inkubiert. AnschlieBend wird dreimal in 
Wasser gewaschen. Bei pH 6 wird eine weitere Poiymilchsfiureschicht wie 
oben beschrieben aufgebracht. AnschlieBend wird eine Poly(allylaminhydro- 
chlorid)schicht (PAH) aufgebracht danach weitere Schichten In der Folge 
PSS/PAH/PSS. 

AnschlieBend QberfOhrt man die Partikel in eine 0,1 N Salzsfiureldsung. 
Nach wenigen Sekunden bilden sich unter Auf lOsung der Kerne und der 
zwei Polymilchsfiureschichten mit Lysozymgef Qttte PolyelektrolythOllen aus. 
Diese werden zweimal bei 1 5 000 g in reinem Wasser zantrif ugiert. Der 
Oberstand wird jewells verworfen. Man erhfilt als Sediment konzentrierte, 
mh Lysozym, einem Protein, gefOllte Kapseln, die eine PolyelektrolythQUe 
aus 4 Schichten auf weisen. Andere biologische Makromolekule kSnnen auf 
ahnliche Weise verkapselt werden. 
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Herstellung von leeren PolyelektrolythOUen unter Verwendung 
biologtocher Partikd aU Templat 

Rinder- oder Humanerythrozyten werden mit Qlutadialdehyd in einer 
Konzentration von 2% fixtort. Nach 60 mln Einwirkzeit bei 20°C wird die 
Losung abzentrif ugiert und die Erythrozyten werden viermal in bidestilliertem 
Wasser gewaschen. AnschlieBend werden die fixierten Erythrozyten mit 
ungepufferter 154 mM NaCI-Losung aufgefQtlt. 

Zur Beschichtung werden 4 ml Ldsung mit einer Konzentration von 0,5 g/dl 
PAH und 0,5 M NaCI bei einer Erythrozytenkonzentration von ca. 2,5% 
(v/v) angesetzt. Nach 10 min Einwirkzeit bei 20°C werden die Erythrozyten 
abzentrifugiert und zwelmal in einer 154 mM NaCI Losung gewaschen. 
AnschlieBend warden 4 ml Ldsung mit einer Konzentration von 0,5 g/dl PSS 
und 0,5 m NaCI und einer Erythrozytenkonzentration von ca. 2,5% (v/v) 
angesetzt. Nach 10 min Einwirkzeit bei 20°C werden die Erythrozyten 
abzentrifugiert und zweimal in einer 1 54 mM NaCI-L6sung gewaschen. Das 
Auf bringen von PAH und PSS Schichten kann belieblg oft wiederholt 
werden. 

Die AuflSsung des Templets kann in einer 1,2%-igen NaOCI Losung 
erfolgen. Ebenso geeignet smd handelsQbliche Deproteinislerungsmittel 
(Medical Instruments) oder AbfluBrainiger (z.B. Chlorbc). Die Einwirkzeit 
betrfigt ca. 20 min bei 20°C und IfiBt slch optisch Ober die verschwindende 
TrQbung der LBsung kontrollieren. Die verbleibenden PolymerhQIIen werden 

- - 

enschlleSend in NaCI-L6sung gewaschen. 

Auf analoge Weise k6nnen auch Exoli oder Hefezellen beschichtet werden. 
Auch nichtfixierte Zellen kdnnen beschichtet werden. 
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Belspiel 7 Abscheidung von Upidschichten auff PolyelektrolythOilen 

Zur Abscheidung von Upidschichten auf PolyelektrolythOilen wurden zwei 
unterschiedliche Verfahren verwendet. 

7.1 

200 fA einer Suspension von PolyelektrolythOilen werden durch wiederholtes 
Waschen in Methanol resuspendiert. Nach dem dritten Waschen werden 
anstelle von reinem Methanol 600 /A einer LipidlSsung von z.B. 1 mg/ml 
Dipalmitoylphosphatidinsfiure {DPPA) oder Dipalmitoylphosphatidylcholin 
(DPPC) in Methanol dem Sediment zugesetzt. Die HQIIen werden in dieser 
Methanol-LipidlSsung resuspendiert und die Suspension bei einer Tempera- 
tur von 90°C in einem Wasserbad gehalten. Der verdampfende Methanol 
wird durch tropfenweise Zugabe von Wasser in Portionen von jeweils 20 fA 
ersetzt. Der Austausch von 700 fA Methanol gegen Wasser dauert etwa 30 
min. 

Nach Beendigung der Verdampf ung wird die HQIIensuspension dreimal mit 
Wasser gewaschen und wiederholt zentrifugiert. Durch 20 min Zen- 
trifugation bei 25 000 Upm kdnnen die Lipid-beschichteten HQIIen sedimen- 
tiert werden. 

7.2 

Dispersionen von DPPA oder 90% DPPC und 10% DPPA mit einer 
Konzentration von 1 mg Lipid/ml in Wasser werden durch Ultraschall- 
behandlung hergestellt. 500 fA der resultierenden Dispersion von Lipidvesi- 
keln werden auf 200 fA einer konzentrierten HQIIensuspension gegeben. 
Nach 30 min werden die Proben 20 min bei 25 000 Upm zentrifugiert. Der 
Oberstand wird entfemt und durch Wasser ersetzt. Diese Prozedur wird 
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dreimal wiederholt. Dabei wird eine konzentrierte Suspension von Lipid- 
beschichteten HQIIen erhaften. 

Beispiel 8 HnschluB von organischen LdsungsmHtoin in PolyelektrolythQIten 

Eine wfissrige Suspension von PolyelektrolythQIten wird 5 min bei 3000 
Upm zentrifugtert. Nach Entfernen des Oberstands wird Methanol zu- 
gegeben. Die HQIIen werden resuspendiert und 10 min lang bei 4000 Upm 
zentrifugtert. Erneut wird der Oberstand entfernt. Methanol zugegeben und 
die Probe unter denselben Bedtngungen wie zuvor zentrifugtert. Diese 
Prozedur wird dreimal wiederholt. Nach der letzten Zentrifugation mit 
Methanol wird der Oberstand durch Hexanol ersetzt. Die HQIIen werden 
resuspendiert und 1 0 min bei 5000 Upm zentrifugtert. Diese Prozedur wird 
wiederum dreimal wiederholt. 

Zum EinschluB von Octanol, Octan oder Decan in die HQIIen wird eine 
Shnliche Prozedur verwendet, wobei als Ausgangsmaterial die in einer 
Hexanolldsung vor liegenden HQIIen verwendet werden. Die Zentrif ugations- 
geschwindigkeit wird fGr Octanol und Octan auf 7000 Upm (10 min) und 
fQr Decan auf 7500 Upm (10 min) erhflht. 

SchlielJIich wird das resultierende Sediment in Wasser resuspendiert. Die 
HQIIen verbleiben in der wSssrigen Phase, wShrend die noch vorhandenen 
Spuren des Ldsungsmittels im Sediment zwischen den HQIIen elne zweite 

♦ 

organische Phase bilden. Durch Verwendung von Fluoreszenzmarkern fQr 
die organische und die wassrige Phase kann mrttels konfokaler Mikroskopie 
gezeigt werden, daR die HQIIen mit organischem Ldsungsmittel gefOIlt sind. 

Die beschriebene Prozedur ermdglicht die Herstellung einer hochstabilen 
Emulsion von nichtpolaren FlQssigkeiten in Wasser. Als Folge der Mono* 
dispersitSt der ursprQnglichen HQIIen 1st die erzeugte Emulsion ebenso 
monodispers. Ein weiterer Vorteil ist daB selbst die Form der etnzelnen 
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Trdpfchen - abhSnglg vom verwendeten Templat - reguliert werden kann. 
Dies ermflgticht die Herstellung von Emulsionen m'rt Oberfliche:Volumen- 
Verh§ltnissen, die von denjenigen einer Kugel verschieden sind. 

Belspiel 9 Prizlpltation und KrlstaDIsation In PoiyelektrolythQIien 

Die leeren PoiyelektrolythQIien kdnnen auch zur kontrollierten Prfizip'rtation 
oder Kristallisation organischer oder anorganischer Materialien verwendet 
werden. Hierzu werden PoiyelektrolythQIien in einer 30 mM 6-Carbofluores- 
cein (6-CF) Lfisung bei pH 7 inkubiert. AnschlieBend wird der pH-Wert der 
Ldsung rasch auf einen Wert von 3,5 vergndert, bei dem 6-CF weitgehend 
unldslich wird. Nach Inkubation Qber 1 bis 12 h wird eine Mischung von 
vollstfindig mit 6-CF gefOIIten und leeren HQIIen erhaiten. In weiteren 
Experimenten konnte Rhodamin B in PoiyelektrolythQIien durch ErhShung 
des pH-Werts prfizipitiert werden. 

Die PrSzlphation von Wirkstoffen kann auch durch andere MaBnahmen, z.B. 
L8sungsmittelaustau8ch, Salzffillung, etc. ausgeldst werden. Diese 
Ergebnisse zeigen, daK die PoiyelektrolythQIien als Template fOr Kristallisa- 
tions- oder Prazipitattonsprozesse dienen kdnnen, wodurch eine Kontrolle 
der Gr6Be und Form von durch die Reaktion entstandenen kolloidaien 
Teilchen erm6glicht wird. 

* - - 

Belspiel 10 Polymerisation In PoiyelektrolythQIien 

■ » 

"Eine 3% Ldsung von Diallyldimethyldiammoniumchlorid (DADMAC) wird in 
einer 2%-igen Suspension von PoiyelektrolythQIien mit dem Polymerisations- 
initiator Natriumperoxodisulfat (30 mg/100ml) versetzt und 9,6 h bei 70°C 
polymerisiert. Durch Zentrifugation wird das in der Volumenphase syn- 
thetlsierte Polymer PDADMAC abgetrennt Durch Behandlung mit 1 00 mM 
6-CF, das an die Aminogruppen von PDADMAC bindet, kann das Vorhan- 
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densein von an die negetiv geladenen KapselwSnde adsorbiertem Polymer 
und im Inneren der Kapsel befmdlichem Polymer nachgewiesen werden. 

Aus 9 Schichten bestehende PolyelektrolythQIIen ([PSS/PAH] 4 PSS) werden 
auf Humanerythrozyten abgeschieden und die Templatpartikel entfemt. 
AnschlieBend wird eine weitere Schicht PAH aufgetragen. Die Kapseln 
werden zur radikalischen Polymerisation von Acrylsiure zu Polyacrylsaure 
verwendet. Hierzu wird eine 3%ige MonomerlSsung in einer 2%igen 
Kapselsuspension mit dem Initiator Natriumperoxodisulfat (30 mg/1 00 ml) 
versetzt und 9,5 h bei 70°C polymerislert. Durch Zentrifugation wird die in 
der Volumenphase synthetisierte Polyacrylsaure entfemt. Nach Zugabe von 
1 00 mM Rhodamin B, das selektiv en anionische Gruppen bindet, kann das 
Vorhandensein von Polyacrylsiure edsorbiert an die negativ geladenen 
Kapsel winde, eber auch im Inneren der Kapseln nachgewiesen werden. Die 
Adsorption von Acrylsfiure an KapselwSnde kann durch Verwendung von 
Kapseln mit einer SuBeren negativen Ladung verhindert werden. 

Belsplel 1 1 Kolloidale Stablllsierung von mit organischen L&sungsmittein 

gefQIiten PolyelektrolythQIton 

PolyelektrolythQIIen In wissriger LOsung werden mit DPPA (unter Zusatz 
von 5% markiertem DPPC) beschickt Die wfissrige Dispersion wird mit 
Pentanol, Octanol Oder Decan gemischt. Die Proben werden fQr 2 min bei 
17.000 Upm zentrifugiert. Die Mischung trennt sich in zwei Phasen auf, 
wobei die HQIIen an der Zwischenschicht zwischen der wfissrigen und der 
organischen Phase lokatisiert sind. Die wfissrigen Phase wird extrahiert und 
die Probe dreimal mit dem organischen Lfisungsmittel gewaschen. 

* 

Durch konfokale Mikroskopie kann nachgewiesen werden, daB die Lipide 
seibst nach Kontakt mit dem organischen LSsungsmittel an den HQIIen 
verbleiben und daB Im Inneren der HOIle eine wfiBrige Phase verkapselt ist. 
Hierzu werden die Kapseln vor dem Aufbringen der Upidschicht 1 h in einer 
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0,1 mM 6-CF-Ldsung Inkubiert und die Probe nech Aufbringen der Upide 
viermal mlt Wasser zur Entfernung von QberschOssigen Upiden und 6-CF 
gewaschen. Eln 1 2 h nach der Preparation aufgenommenes konfokales Bild 
zeigt, daft die wassrige 6-CF-Losung immer noch innerhelb der HOIIen 
verkapselt ist. Das organische Losungsmittel zeigt keine Ruoreszenz. 

Diese Ergebnisse zeigen, daft die PolyelektrolythQIIen zur Verkapselung 
organischer Ldsungsmittel in Wasser und auch umgekehrt zur Verkapselung 
einer wfissrigen Phase im organischen Medium verwendet werden kdnnen. 
Somit kOnnen stabile Ol-ln-Wasser- und Wasser-in-Ol-Emulsionen ohne 
Verwendung oberflichenaktiver Mhtel erzeugt werden. 

Belsplel 12 Hersteilung von PolyelektrolythQIIen durch MembranfOtration 
12.1 Materialien 

Als Temptatpartikel wurden geladene Polystyrol-Letexteilchen mit einem 
Durchmesser von 640 nm, die nach der Methode von Furosawa et al. 
(Colloid-Z. Z. Polym. 250 (1972), 908) hergestellt wurden, teilvernetzte 
Melaminf ormaldehydpartikel m'rt Durchmessern von 3,7 //m und 5 Aim sowle 
mit Gluterdieldehyd fixierte humane Erythrozyten verwendet. Als Beschich- 
tungssubstanzen werden Natriumpoly(stryroisulfat) PSS (MW 70.000), 
Poly(allylaminhydrochlorid) PAH (MW 8.000 bis 1 1.000). Poly(diallyldime- 
thyiammoniumchlorld) PADMAC (MW 100.000), Chkosan (MW 200.000 
bis 300.000), Chhosensulfat (MW 200.000 bis 300.000) und Magnetit- 
partikel verwendet. Hierzu werden wSssrige Losungen von 1 oder 2 mg/ml 
PSS, PAH oder PDADMAC in 0,5 M NaCI hergestellt. Chitosansulfat wird 
als L6sung mit einer Konzentration von 1 mg/ml in 0,5 M NaCI hergestellt. 
Chitosan wird in einer Konzentration von 1 mg/ml in 0,5 M NaCI unter 
Zusatz von 0,3% (v/v) Essigsiure aufgelSst. 
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Es wird die Vakuumpumpe SM 1 6692 (Sartorius AG, GSttlngen, Deutsch- 
iand) zur Membranfiitration verwendet, mit der ein Vakuum von etwa 100 
mbar und ein Oberdruck bis zu 3 bar erzeugt werden kann. Zur Vakuumfil- 
tration wird die Polycarbonatfiltrationseinheit SM 16510 (Sartorius) und zur 
Druckf titration die Einheit SM 16526 (Sartorius) verwendet. 

Es werden Membranf ilter mit einem Durchmesser von 47 mm der folgenden 
Typen verwendet: Sartolon Polyamid SM 25007-047 N (0,2 j/m), Sartolon 
Polyamid SM 25006-047 N (0,45 fim), Celluloseacetat SM 11104-047 N 
(0,8 //m) und Cellulosenitrat SM 1 1306-100 N (0,45 /mi). 

12.2 Methoden 

Polystyrol- und Melaminformaldehyd-Latexsuspensionen werden in einer 
Konzentration von 1 bis 30 % (v/v) eingesetzt. Die Konzentration der 
Erythrozytensuspension soilte etwa 10% (v/v) nicht Qbersteigen. Das 
Volumen der im ersten Adsorptionsschritt verwendeten Partikelsuspensio- 
nen ist zwischen 10 ml und 50 ml. Die Adsorptionsdauer 1st immer 5 min. 
Danach werden die Partikel mit Wasser gewaschen. 

Die Membranfiltration kann ais Vakuumfiltration, Druckfiltration und 
Filtration ohne DruckverSnderung durchgefQhrt werden. Wihrend der 
Polyelektrolytadsorption wird vorzugswetse ein schwacher Unterdruck in der 
Inkubationskammer bezQglich der unteren Filtratkammer angelegt, um einen 
Verlust des Inkubationsmediurns und des Polyelektrolyten wfihrend der 
Adsorption zu vermeiden. 

Ein Gesichtspunkt bei der Auswahl des Membranf liters ist das Ladungsvor- 
zeichen des zu adsorbierenden Polyelektrolyten. 1m Falle von Polykationen 
(PAH, Chitosan) sind beisplelsweise Polyamidfilter geeignet. Im Falle von 
Potyanionen kdnnen Celluloseacetat oder Cellulosenitratfilter verwendet 
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werden. Auf diese Weise kann Verstopfen des Filters durch Polyelek- 
trolytadsorption gering gehatten warden. 

ZweckmSBigerweise wird die Filtration unter Bedingungen durchgefflhrt, bei 
denen ein Entstehen oder Zusammenbacken des Filterkuchens vermieden 
bzw. begrenzt wird. Die Adhision von PS und MF-Latexpartikel mit einer 
SuBeren Schicht von PSS oder PAH an die Filteroberflachen ebenso wie 
deren Aggregations- oder/und Rokkulationsneigung ist gering. Die Filtration 
kann daher bis zu hohen Teilchenkonzentrationen (20%) ohne Unter- 
brechung oder Ersetzen des abfiltrierten Suspensionsmediums durch das 
Waschmedium durchgefflhrt werden. Im Falle von Erythrozyten muB 
wfihrend der Abscheidung der ersten vier oder fQnf Schichten vorsichtig 
gearbeitet werden, urn eine Aggregation zu verhindern. Die Suspension 
sollte daher nicht auf Konzentrationen von mehr als etwa 5 bis 10% (v/v) 
eingeengt und die Bildung eines Filterkuchens soweit wle mdglich vermieden 
werden. Nach AbschluB der ersten Adsorptionszyklen nimmt die Ag- 
gregationsneigung sowie die Neigung zur Adhfiston an den Filter ab. Eine 
gegebenenfalls zwischenzeitlich auftretende Flockung wShrend der Zugabe 
eines Polyelektrolyten kann bei laufendem ProzeB durch Zugabe eines 
entgegengesetzt geladenen Polyelektrolyten, z.B. des nachfolgenden 
Polyelektrolyten ohne Schfidtgung des Produkts wieder aufgelfist bzw. 
gebrochen werden. 

Ahnliche Ergebnisse werden mit dem Chhosan/Chitosansulfat-System 
erhalten. Eine wehgehend vollstfindige UnterdrOckung der Aggregatbildung 
kann durch Ruhren erreicht werden. 

12r? Erq^ni?8e 

In Figur 6 ist eine AFM-Abbildung von PS-LatexoberflSchen nach Aufbringen 
von 3 PAH/PSS-Schichtpaaren gezelgt. Die Oberflichen stnd glatt und es 
sind keine Poly elektrolytaggregate zu erkennen. Diese Partikel wurden durch 
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VakuummembranfUtratton mit einem Saugdruck von etwa 100 mbar und 
unter Verwendung von 450 nm Cellulosenhrat-Membranfiltero hergestellt. 
Ebenso kfinnen Polyamidfilter oder abwechsetnd negativ geladene Cel- 
luloseacetat- und posrtlv geladene Polyamidfilter verwendet werden. 

In Figur 7 wlrd das Wachstum der HGIIendicke en der Oberf Ifiche von 640 
nm PS-Latexpartikeln durch EinzelpartikeHJchtstreuung nach der bei 
Lichtenfeld et al. (Colloid Surfaces A 104 (1995), 316) beschriebenen 
Methode bestimmt. Die Streulichtintensitfit nimmt mit der TeilchengrdBe zu. 
Es sind die Ergebnisse von Teilchen mit 1 1 bzw. 21 PAH/PSS Schichten im 
Vergleich zu unbeschichteten Teilchen gezeigt 

Das TEM-Bild eines mit einer gemsschten Schichten eus Polyelektrolyt- und 
Magnetitteiichen, die durch Prfizipitation von Eisen (ID- und Eisen {Ill)-Sa1zen 
in Ammoniumhydroxydldsung und Stabilisierung durch HCI erzeugt wurden 
(Massart und Cabuil, J. D. Chemie Physique 84 (1987), 967), ist in Rgur 
8 gezeigt. Zunfichst werden zwei PAH/PSS Doppelschichten adsorbiert. 
Danach werden drei Magnetit/PSS Doppelschichten adsorbiert. Die 
Filtratl6sung war jeweils ungef firbt und Mar. Dies bedeutet eine vollstfindige 
Adsorption des Magnetite. An der Oberflfiche gebildete Magnetitaggregate 
sind deutlich erkennbar. 

Bei Verwendung von auf idsbaren MF-Partikeln ate Templat werden ebenf ells 
gute Ergebnisse bei der Membranfihration erzielt. Mikrokapseln mit 10 

* 

PAH/PSS Schichten auf 3,7 /mi MF-Partikeln sind im AFM-Bild von Rgur 9 
gezeigt. Die Templatpartikel wurden im Citratpuffer pH 1 ,4 aufgeldst. Die 
Morphologie der flachen HQlIe ist deutlich zu erkennen. 

In Figur 10 ist ein AFM-Bild von PAH/PSS Mikrokapseln mit 10 Schichten 
gezeigt, die en der Oberflfiche von GlutarakJehyd fixierten humanen 
Erythrozyten abgeschieden wurden. Trotz der negativen Ladung der Zellen 
ist es gQnstig mit einer PSS-Adsorptionsschicht zu beginnen. Auf dtese 
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Weise kann wfihrend der ersten Adsorptionsschritte das Ausmaft der 
Aggregation vermindert warden. Die Filtration sollte unter milden Druckbe- 
dingungen (kein oder nur geringer Ober- oder Unterdruck) erfolgen, urn die 
Bildung von Filterkuchen zu vermeiden. Ahnltche VorsichtsmaBnahmen sind 
bei Verwendung von PDADMAC als Pplykation zu beachten. Unter 
druckf reien Bedingungen werden auch in solchen empfindlichen Systemen 
hervorragende Ergebnisse erztelt 

In den Figuren 1 1 bis 1 3 sind Ergebnisse dargesteltt, die unter Verwendung 
von Chitosan/Chitosansulfat ats Polyelektrolytpaar erhalten wurden. Rgur 
11 ist ein AFM-Bild von mit 10 Schichten belegten MF-Parfikeln nach 
Aufiosung des Kerns. Urn die Untersuchung der HQIImorphologie zu 
erleichtern wurde mH FITC markiertes PAH als elfte Schicht auf gebracht und 
die Hulle durch konfokale Laserrastermikroskopie untersucht. Das Ergebnis 
ist in Rgur 1 2 gezeigt. In Figur 1 3 sind die Zetapotentiale von schichtweise 
wachsenden Mlkrokapseln angegeben. Ungerade SchichtzaWen entsprechen 
Chitosansulfat und sind durch negative Zetapotentiale gekennzeichnet. 
Geradzahlige Schichten entsprechen Chitosan und zeigen positive Zetapo- 
tentiale. 

Beisplel 13 Permeabflitit von PolyelektrolythiHIen 

PolyelektrolythQIIen wurden durch Beschichtung von 3|/m Melaminformal- 
dehydpartikeln unter Verwendung von Natriumpoly(styrolsulfonat) mit einem 
Molekulargewicht von 70.000 und Poly(allyteminhydrochlorid) mh einem 
Molekulargewicht von 50.000 erzeugt. FQr die konfokale Ruoreszenzmi- 
kroskopie wird ein mit Fluoresceinisothiocyanat markiertes PAH (FITC-PAH) 
eingesetzt (Sukhorukov, Colloids Surfaces A 137 (1998), 253). 



Suspensionen von Melaminformaldehydpartikeln mit 3 |/m Durchmesser 
werden mit 1 3 Schichten PAH und PSS beschichtet. Dann wird durch 5 miri 
Inkubation in 0,1 NaCI der Kern aufgeldst. 
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Mittels konfokaler Mikroakopie wird die PermeebilitSt der Polyelektrolytmi- 
krokapseln untersucht. Hierzu wird zunSchst eine L6sung von PAH-F1TC 
(Molekulargewicht 50.000) mit den HQIIen auf eine Endkonzentration von 
0,5 mg/ml vermischt. Die PermeabilKSt der HGIIwande fQr hochmolekulares 
PAH-FITC ist so gering, daft nach 20 min Inkubation keine Ruoreszenz im 
Inneren der Kapseln nachweisbar war, Im Gegensatz dazu kann 6-Carbofluo- 
reszein (6-CF) die WSnde der HQIIen ohne weiteres durchdringen. 

Figur 1 4 zeigt die Fluoreszenzintensitfit einer Suspension von 6-CF ale 
Fluoreszenzmarker enthaltenden Polyelektrolytkapseln gegenQber den durch 
PolystyrolsuKonsSure und HCI titrierten pH-Wert im umgebenden Medium. 
Die Ergebnisse zeigen, daB Polystyrolsulfonsfiure in den jewells ver- 
wendeten Molekulargewichten (70.000-4.200) die PolyelektrolythQllen nicht 
durchdringen konnte. 

Figur 1 5 zeigt den pH-Wert im Inneren der Kapseln als Funktion des mit H- 
PSS (Molekulargewicht 4200) titrierten Volumen pH-Werts in Abwesenheh 
von Salz und in Gegenwart von 1 mM NaCI. Es ist zu erkennen, daS 
mindestens innerhalb einer Stunde keine signiftkante Diffusion von PSS 
Polyanionen mit dem jeweils getesteten Molekulargewichten ins Innere der 
Kapsel stattfindet. Dies fQhrt zum Entstehen elnes pH-Gradienten zwischen 
dem Inneren der Kapsel und dem Volumen. Der pH-Wert Im Inneren ist urn 
etwa eine pH-Elnheit basischer els der pH-Wert des Volumens. Dies gilt 
insbesondere fflr einen Volumen pH-Wert geringer als 5,5. 
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AnsprQche 

1 . Kapsel mit einer PolyelektrolythGUe und elnem Durchmesser bis zu 

10//TTK 

2. Kapsel nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzelchnet, 

da& sie einen Durchmesser £ 5 //m aufwelst. 

» * 

3. Kapsel nach Anspruch 1 oder 2, erhahlich durch Aufbringen von 
PolyelektrolytmolekQIen auf ein Templatpartikel. 

■ • • 

4. Kapsel nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzelchnet, 

dad die HQIIe mehrere Polyelektrolytschichten umfaftt. 

5. Kapsel nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzelchnet, 

daft die HQIIe abwechselnde Schichten von kationischen und 
anionischen Polyelektrolyten umfaBt. 

6. Kapsel nach einem der AnsprQche 1 bis 5, 
dadurch gekennzelchnet 

daft sie das Templatpartikel in ihrem Inneren enthfilt. 

7. Kapsel nach einem der AnsprQche 1 bis 5, 
dadurch gekennzelchnet, 

daft das Templatpartikel mindestens teilweise auf geldst tst. 
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8. Kapsel nach einem der vorhergehenden AsnprQche, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB innerhalb der HQIle eine Flussigphase voriiegt 

9. Kapsel nach einem der vorhergehenden Ansprflche, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB sie einen Wlrkstoff enthfilt. 

» 

1 0. Kapsel nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB der Wirkstoff ausgewShlt ist aus Katalysatoren, insbesondere 
Enzymen, Nanopartikeln, pharmazeutischen Wirkstoffen, Sensormole- 
kQlen, Kristallen, Potymeren und Gasen. 

1 1 . Kapsel nach einem der vorhergehenden AsnprQche, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB die HQIIen Poren enthfilt. 

1 2. Kapsel nach Anspruch 11, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB die Poren den Durchtrttt von Substanzen mh einem Molekularge- 
wicht £ 4 kD erlauben. 

1 3. Kapsel nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB die HOIte weiterhin Nanopartikel, Tenside oder/und Lipide enthfilt. 

14. Kapsel nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB die Stfirke der HQIIwand 2 bis 100 nm betrfigt. 
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1 5. Zusammensetzung, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS sie mehrere Kapseln nach einam dar vorhergehenden AnsprQche 
mit monodisperser GrOBenverteUung enthatt. 



1 6. Zusammensetzung, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft sie Kapseln nach einem der AnsprQche 1 bis 14 in getrockneter, 
eingefrorener oder gefriergetrockneter Form enthfilt. 

1 7. Verfahren zur Herstellung von mit einer PolyelektrolythOlle beschich- 
teten Kapseln umfassend die Schritte: 

a) Bereltstellen einer wSBrigen Dispersion von Templatpartikeln 
geeigneter Gr&Be und 

b) Herstellen einer HOIIe urn die Partikel durch Aufbringen von 
Polyelektrolyten auf die Templatpartikel. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

daR els Templatpartikel ldsliche Partikel, z.B. teilvernetzte Mela- 
minformaldehydpartikel verwendet werden. 

1 9. Verfahren nach einem der AnsprQche 17 oder 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB Aggregate von Subpartlkeln als Templatpartikel verwendet 
werden. 

20. Verfahren nach Anspruch 1 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB vorgeformte Aggregate durch Anlegen elektrischer oder/und 
magnetischer Felder auf eine Suspension von Subpartikeln hergesteMt 
werden. 
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21 . Verfahren nach einem der AnsprQche 17 bis 20, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB nacheinander Schichten von jeweils entgegengesetzt geladenen 
Polyelektrolyten auf die Templatpartikel aufgebracht warden. 

22. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 7 bis 2 1 weiterhin umf assend 
den Schritt 

(c) Desintegration der Templatpartikel. 

23. Verfahren nach Anspruche 22, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB die Desintegration der Templatpartikel durch eine Verinderung 
des pH-Werts oder/und Sulfonierung der Templatpartikel bewirkt 
wird. 

24. Verfahren nach Anspruch 22 oder 23, weiterhin umfassend den 
Schritt: 

(d) Abtrennen von Templatpartikel-Fragmenten. 

25. Verfahren n8Ch einem der AnsprQche 17 bis 24, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Kapsel vor, wfihrend oder/und nach der Beschichtung mit 
einem Wirkstoff beladen wird. 

26. Verfahren nach Anspruch 26, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Kapsel durch Poren in der HQIIwand mit niedermolekularen 
Stoffen beladen wird. 
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27. Verfahren nach Anspruch 25, 
dadurch gekennzetehnet, 

daB der Wirkstoff vor dam Aufbringen der Beschichtung an die 
Templatpartikel immobflisiert odar von dan Templatpartikaln aufge- 
nommen wlrd. 

28. Verfahren zur Herstellung einer beschichteten Oberfiache, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB Kapsein nach einem dar AnsprOche 1 bis 1 6 Oder erhfiftlich durch 
eln Verfahren nach einem der AnsprQche 17 bis 27 auf einer 
Oberf Ifiche angelagert warden. 

29. Verwendung von Kapsein nach einem der AnsprOche 1 bis 1 6 oder 
erhSltltch durch ein Verfahren nach einem der AnsprOche 1 7 bis 27 
zum FinschluB von Wirkstoff en. 

30. Verwendung nach Anspruch 29, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Wirkstoff ausgewfihlt wird aus Katatysatoren, insbesondere 
Enzymen, pharmazeutischen Wirkstoff en, SensormolekOlen, Polyme- 
ren, Farbatoffen wie etwa f luoreszierenden Verbindungen, Pflanzen- 
schutzmitteln, Aromastoffen und Gasen. 

31. Verwendung von Kapsein nach einem der AnsprOche 1 bis 16 oder 
erhittlich durch ein Verfahren nach einem der AnsprOche 1 7 bis 27 
als Reaktionsraum. 

32. Verwendung von Kapsein nach einem der AnsprQche 1 bis 16 oder 

erhahlich durch ein Verfahren nach einem der AnsprQche 1 7 bis 27 

» 

zur Herstellung von Kristallen. 



WO 99/47252 PCT/EP99/D1855 

•52- 

33. Verwendung von Kapsetn nach einem der AnsprQche 1 bis 1 6 oder 
erhShllch durch ein Verfahren nach einem der AnsprQche 1 7 bis 27 
zum Aufbau von Mikro- bzw. Nanokompositen. 

V 

34. Teilvernetzte Melaminformaldehydpartikel mit einem DurchmesseT £ 
10 j/m. 

+ 

35. Partikel nach Anspruch 34, 
dadurch gekennzelchnet, 

daft sis vorgeformte Aggregate aus Subpartikeln enthalten. 

36. Partikel nach Anspruch 35, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB sie eine sphirische Form aufwelsen. 

37. Partfkel nach einem der AnsprQche 34 bis 36, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB sie durch Einstellen eines sauren pH-Werts oder/und durch 
chemische Reaktion aufldsbar stnd. 

38. Partikel nach einem der AnsprQche 34 bis 37, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB sie weiterhin immobiiisierte Wirkstoffe und gegebenenfalls einen 
Bindevermittler enthalten. 

39. Verwendung der Partikel nach einem der AnsprQche 34 bis 38 zur 
Herstellung von Nano- oder Mikrokapsein, insbesondere mh einer 
PolyelektrolythQtle. 
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40. Verfahren zur Herstellung von teilvernetzten MeJaminformaldehyd- 
partikeln durch Polykondensatton aus Melammformaldehydprfikon- 
densaten, 

dadurch gekennzeichnet, 

dad der PolykondensationsprozeB wfihrend der Reaktion unter- 
brochen wird. 

41 . Verfahren zum Aufbringen mehrerer Schichten von Beschichtungs- 
substanzen auf Templatpartike! umfassend die Schritte: 

(a) Inkontaktbringen des Templatpartikete mh einer ersten 
Beschichtungssubstanz in einem fluiden Reaktionsmedium in 
einem Reaktionsraum, der auf mindestens einer Seite durch 
eine Filtrationsmembran begrenzt ist unter Bedingungen, bei 
denen eine Schicht, der er$ten Beschichtungssubstanz auf 
dem Templatpartike! gebildet wird, 

(b) Ablelten von mindestens einem Teil des Reaktionsmediums mh 
gegebenenfails darin enthaltener QberschQssiger ereter 
Beschichtungssubstanz durch die Filtrationsmembran in einen 
Rltratraum, 

(c) Inkontaktbringen des Templatpartikels mit einer zweiten 
Beschichtungssubstanz in einem fluiden Reaktionsmedium in 
einem Reaktionsraum, der auf mindestens einer Seite durch 
eine Filtrationsmembran begrenzt ist, unter Bedingungen, bei 
denen eine Schicht der zweiten Beschichtungssubstanz auf 
den Templatpartike! gebildet wird, 

i * 

(d) Ablelten von mindestens einem Teil des Reaktionsmediums mh 
gegebenenfails darin enthaltener QberschQssiger zweiter 
Beschichtungssubstanz durch Filtrationsmembran in einen 
Filtratraum, und 

(e) gegebenenfails mehrmaliges Wiederholen der Schritte (a) und 
(b) oder/und (c) und (d). 
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42. Verfahren nach Anspruch 41 , . 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die ersten und zwehen Beschtchtungssubstanzen aus entgegen- 
gesetzt geladenen Polyelektrolytspezles Oder Gemischen von 
Polyelektrolytspezies ausgewShlt warden. 

43. Verfahren nach Anspruch 41 oder 42, 
dadurch gekennzeichnet 

daB die Templatparttkel bus Partikeln mit einem Durchmesser von bis 
zu 50 j/m, insbesondere bis zu 1 0 //m ausgewfihlt warden. 

44. Verfahren nach einem der AnsprQche 41 bis 43, 
dadurch gekennzeichnet. 

daB I6sliche Tempiatpartikel verwendet werden und daB die Aufld- 
sung der Kerne nach Beendigung des Beschichtungsvorgangs 
durchgef Qhrt wtrd. 

45. Verfahren nach Anspruch 43 oder 44, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Partikel ausgewfihlt werden aus biologischen Partikeln oder 
Aggregates 

46. Verfahren nach einem der AnsprOche 41 bis 45, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB wShrend oder/und nach Schritt (b) oder/und Schritt (d) ein 
Waschmedium zugegeben wird. 

47. Verfahren nach Anspruch 46, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Zugabe des Weschmediums so erf olgt, daB das Volumen des 
Mediums in Schritt (b) oder/und Schitt (d) im wesentlichen konstant 
bleibt. 
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48. Verfahren nach Anspruch 41 bis 47, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Filtration im wesentlichen ohne Druckdlfferenz zwischen 
Reaktionsraum und Filtratraum durchgefuhrt wird. 

49. Verfahren nach einem der AnsprQche 41 bis 48, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Reaktionsraum zumindest wahrend der Schrftte (a) oder/und 
(c) gerQhrt wird. 

■ 

50. Verfahren nach Anspruch 49, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Reaktionsraum wfihrend des gesamten Prozesses gerQhrt 
wird. 
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Figur 5 
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Figur 6 
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Figur 8 
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